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Die Herzinsuffizienz stellt in den westlichen Industrienationen einen bedeutsamen Morbidi-
täts- und Mortalitätsfaktor dar. Im Rahmen der Erkrankung kommt es durch eine erhöhte 
Druck- und Volumenbelastung zu einer kompensatorischen Hypertrophie des Herzmuskels, 
welche zu einer Dilatation und letztendlich einer Dekompensation des Herzens führen kann. 
Der Nachweis eines in der Herzinsuffizienz vermehrt exprimierten Zytokins, dem aus der 
Interleukin-6 Gruppe stammenden Zytokin Cardiotrophin-1 (CT-1), ließ die Frage nach der 
Bedeutung dieses Zytokins in der Herzinsuffizienz aufkommen. Anhand von Zellkulturexpe-
rimenten an kardialen Myozyten konnte für Cardiotrophin-1 sowohl eine hypertrophierende 
als auch eine antiapoptotische und kardioprotektive Wirkung aufgezeigt werden. Wie auch die 
anderen Zytokine aus der IL-6 Familie übt Cardiotrophin-1 seine Wirkung über die Rezeptor-
untereinheit Glykoprotein 130 (gp130) aus. Die hypertrophierende Wirkung von CT-1 führt 
vornehmlich zu einer Zunahme der Sarkomerenbildung in Reihen. Diese längsgerichtete Hy-
pertrophie ließ die Vermutung aufkommen, dass das Zytokin CT-1 an der Entstehung einer 
Ventrikeldilatation in der Herzinsuffizienz beteiligt sein könnte. Auf der Grundlage dieser 
Befunde untersuchten wir in der vorliegenden Studie, inwiefern es eine Genexpression von 
Cardiotrophin-1 in der Herzinsuffizienz gibt, und ob diese mit dem Schweregrad oder der 
Pathogenese der Erkrankung korreliert. Im Weiteren gingen wir der Fragestellung nach, auf 
welche Weise die antiapoptotische Wirkung des Zytokins in der Herzinsuffizienz zum Tragen 
kommt.  
In unserer Untersuchung waren insgesamt 138 Patienten mit einer mehr oder weniger schwe-
ren Herzinsuffizienz (NYHA-Klassen I bis IV) eingeschlossen. Bei 86 Patienten der Studie 
konnte histologisch die Diagnose einer dilatativen Kardiomyopathie (DCM) und bei 27 Pati-
enten die Diagnose einer chronischen Myokarditis gestellt werden. Zur besseren Objektivie-
rung des Schweregrades der Herzinsuffizienz wurde das BNP im Serum der Patienten be-
stimmt und eine Einteilung anhand des BNP Wertes in eine leichte (BNP < 50 pg/ml) und 
eine schwere (BNP > 1000 pg/ml) Herzinsuffizienz vorgenommen.  
Wir konnten zeigen, dass Cardiotrophin-1 zusammen mit dem Rezeptor gp130 mit zuneh-
mendem Schweregrad der Herzinsuffizienz vermehrt im Serum exprimiert wird. Das Ausmaß 
der CT-1 Expression ist dabei nicht assoziiert mit der Pathogenese der Herzinsuffizienz.  
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Apoptoserate der Herzmuskelzellen anhand der Apopto-
semarker Transglutaminase und TUNEL bestimmt. Die durch eine Myokardbiopsie gewon-
nenen Proben von 92 Patienten wurden nach der immunhistochemischen Färbung lichtmikro-
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skopisch analysiert und die Ergebnisse mit der jeweiligen CT-1 Expression im Serum vergli-
chen. Es zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Apoptose im Myokard 
und den CT-1 Werten im Serum der Patienten. Wir konnten jedoch zeigen, dass mit zuneh-
mender Schwere der Herzinsuffizienz eine signifikant erhöhte Apoptoserate der Kardiomyo-
zyten nachweisbar ist. Die Expression von CT-1 wie auch das Vorkommen der Apoptose im 
Herzen scheinen daher vor allem durch eine in der Herzinsuffizienz erhöhte Volumenbelas-
tung des Ventrikels bestimmt zu sein. Inwieweit in diesem Zusammenhang eine direkte antia-
poptotische Wirkungsweise des Zytokins zum Tragen kommt, gilt es weiter zu untersuchen. 
Eine in unserer Untersuchung bei schwer herzinsuffizienten Patienten ebenfalls signifikant 
erhöhte Expression des apoptotisch wirkenden Zytokins TNFα deutet auf eine Interferenz der 
Zytokine hin, die eine Beurteilung einzelner Signalwege in unserem Studienaufbau kaum zu-
lässt. 
Die Sterblichkeit der Patienten mit einer schweren Herzinsuffizienz zeigte sich signifikant 
erhöht. In Anbetracht der stark erhöhten CT-1 Werte im Serum eben dieser Patientengruppe 
könnte sich für das Zytokin somit auch eine prognostische Wegweisung abzeichnen. 
Vieles spricht dafür, dass die verstärkte CT-1 Expression über eine hypertrophierende Wir-
kung zur Aufrechterhaltung der erforderlichen Pumpleistung des Herzmuskelgewebes bei-
trägt. Welche Rolle dem Zytokin bei der folgenden Progression der Herzinsuffizienz zuteil 
wird bleibt offen und ist weiterhin Gegenstand einer kontrovers diskutierten wissenschaftli-
chen Debatte.  
Bei Betrachtung der Ergebnisse dieser Arbeit muss berücksichtigt werden, dass unser Patien-
tenkollektiv nur aus Herzinsuffizienzkranken bestand und wir über kein gesundes Kontroll-
kollektiv verfügten. Eine Vielzahl von in vivo und insbesondere im kranken Organismus ab-
laufender Regelkreise erschwert die Beurteilung einzelner Faktoren in unserer Studie erheb-
lich. Nicht zuletzt trägt diese Arbeit jedoch zu einem besseren Verständnis der Pathophysio-
logie und der zellulären Prozesse, insbesondere auf der Ebene der Zytokine, im Verlauf der 
Herzinsuffizienz bei.  
 





2.1 Allgemeine Aspekte der Herzinsuffizienz 
Der Begriff “Herzinsuffizienz“ charakterisiert einen Krankheitszustand unterschiedlicher Äti-
ologie, bei welchem das Herz trotz eines ausreichenden venösen Angebots nicht in der Lage 
ist, die vom peripheren Gewebe benötigte Blutmenge zu fördern. Klinisch ist die Erkrankung 
vor allem durch eine Dyspnoe und Leistungsabnahme gekennzeichnet (The Task Force on 
Heart Failure of the European Society of Cardiology 1995, Erdmann und Böhm 1996, Katz 
2002). 
Die Herzinsuffizienz ist in Europa mit einer Prävalenz von 0,4 – 2 % eine häufige Erkrankung 
(Dominguez et al. 1999). Veränderte Altersstrukturen der Bevölkerung und verbesserte Über-
lebenschancen durch medizinischen Fortschritt haben wesentlich zu der erhöhten Inzidenz ei-
ner chronischer Herzinsuffizienz beigetragen (Hoes et al. 1998). Das Vorkommen der Erkran-
kung steigt von < 1 % bei 45 – 55-Jährigen auf ungefähr 10 % bei 80-Jährigen (Hoppe und 
Erdmann 2001, Hobbs und Boyle 2002, Hess 2003). Dabei ist die Inzidenz der Herzinsuffi-
zienz bei Männern annähernd doppelt so hoch wie bei Frauen (Cowie et al. 1999). Im Gegen-
satz zum Herzinfarkt nimmt die Häufigkeit der Herzinsuffizienz deutlich zu. Die durch-
schnittliche Inzidenz in der Bevölkerung liegt derzeit bei 0,5 – 1 %. In der Altersgruppe der 
über 80-Jährigen liegt die jährliche Inzidenz pro 1000 Einwohner zwischen 25 und 30 Fällen. 
Die Sterblichkeit bei symptomatischer Herzinsuffizienz beträgt nach 5 Jahren etwa 50 – 70 %. 
Bei höhergradiger Herzinsuffizienz liegt sie heute pro Jahr bei 20 % (Böhm 2002). Die Er-
krankung weist damit eine schlechtere 5-Jahres-Überlebensrate als viele maligne Tumore auf 
(Stewart et al. 2001) und stellt somit ein medizinisches und gesundheitspolitisches Problem 
ersten Ranges in den Industrieländern dar. 
 
2.2 Pathophysiologie und Klinik 
Die Pathophysiologie der Herzinsuffizienz ist geprägt von einer verminderten Herzleistung. 
Ein verringertes Herzminutenvolumen, meist aufgrund einer Kontraktionsschwäche, führt zu 
erhöhten Füllungsdrücken, aus denen später ein sogenanntes Rückwärtsversagen resultiert. Im 
weiteren Verlauf nimmt dann das Herzzeitvolumen ab und es kommt, zunächst nur unter Be-
lastung, zum sogenannten Vorwärtsversagen. Der Abnahme der Herzleistung folgen Kompen-
sationsmechanismen wie beispielsweise die Aktivierung des sympathischen Nervensystems 
und des Renin-Angiotensin-Aldosteron Systems (Cohn et al., 1981). Diese Kompensations-
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mechanismen tragen anfangs dazu bei, eine adäquate Kreislaufsituation aufrechtzuerhalten. 
Langfristig führt die vermehrte Freisetzung dieser Botenstoffe über eine Erhöhung der Nach-
last und der Herzfrequenz sowie der Beeinflussung des Remodelingvorgangs zu einer Pro-
gression der Erkrankung (Braunwald 1994, Gerdes und Capasso 1995).  
Unter der permanenten Druck- und Volumenbelastung kommt es zu einer kompensatorischen 
Hypertrophie des Herzmuskels bzw. der einzelnen Kardiomyozyten (van Heugten und Lamers 
1997, Wollert und Chien 1997). Dies führt anfangs zu einer erhöhten Kraftentwicklung. Mit 
zunehmendem Ausmaß der Hypertrophie kann aufgrund der mangelnden Zunahme der Kapil-
lardichte die Sauerstoffversorgung der Myozyten jedoch nicht mehr gewährleistet werden 
(Francis 1991). Der Untergang einzelner Myokardzellen und deren Ersatz durch narbiges 
Bindegewebe führt zu einer myogenen Gefügedilatation des Herzen (Drexler et al. 1992). 
Durch die Ventrikeldilatation sind die Sarkomere der Herzmuskelzellen maximal verlängert, 
was in einer abgeflachten und nach unten verschobenen Frank-Starling-Kurve resultiert (Pa-
cker 1996). Eine Erhöhung des enddiastolischen Volumens vermag nun nicht mehr zu einer 
Erhöhung der Auswurfleistung beizutragen. Als weitere Komplikation kann es über eine Dila-
tation der Vorhöfe und Klappenringe mit einer konsekutiven Klappeninsuffizienz und einer 
absoluten Arrhythmie zu einer Dekompensation des Herzens kommen.  
 
Die Herzinsuffizienz wird nach der Schwere der klinischen Symptome anhand der NYHA 
(New York Heart Association)-Klassifikation eingeteilt. 
Sie beruht auf dem subjektiven Symptom der Atemnot und wird dementsprechend unterteilt 
in: 
 
Tab. 2.2: NYHA-Klassifikation 
 
Das American College of Cardiology (ACC) und die American Heart Association (AHA) 
veröffentlichten im Jahre 2001 eine erweiterte Klassifikation der Herzinsuffizienz in den Sta-
NYHA I keine Atemnot, asymptomatisch Herzerkrankung ohne physische Ein-schränkung 
NYHA II Milde Atemnot bei Belastung, 
keine Ruhesymptomatik Leichte Herzinsuffizienz 
NYHA III 
Deutliche Atemnot bei Belastung, 
eine leichte Anstrengung erzeugt 
bereits Symptome 
Mittelschwere Herzinsuffizienz 
NYHA IV Atemnot im Ruhezustand Schwere Herzinsuffizienz 
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dien A bis D. Diese ergänzt die NYHA-Klassifikation dahingehend, dass neben den klini-
schen Symptomen auch strukturelle Veränderungen des Herzens beurteilt werden. Berück-
sichtigt werden dabei auch die asymptomatischen Patienten, die aufgrund adaptiver Mecha-
nismen noch keine Symptome einer Herzinsuffizienz aufweisen, bei denen jedoch das Risiko 
der Entwicklung derselben bereits besteht (Hunt et al. 2001). 
 
Um das Ausmaß der Herzinsuffizienz objektiver erfassen zu können, kann im Blut der Patien-
ten das natriuretische Peptid vom Typ B (Brain Natriuretic Peptide, BNP) bestimmt werden.  
BNP wurde 1988 erstmals im Gehirn von Schweinen entdeckt, in nachfolgenden Studien 
konnte allerdings aufgezeigt werden, dass der Ventrikel mit 60 – 80 % die Hauptquelle der 
kardialen BNP Sekretion darstellt (Mark und Felker 2004). Das Protein wird überwiegend als 
Reaktion auf eine Volumenbelastung der Ventrikel aus Membrangranuli freigesetzt. BNP be-
sitzt wie ANP sowohl natriuretische als auch diuretische Eigenschaften, und fungiert somit als 
Gegenspieler des Renin-Angiotensin-Systems (Adams et al. 2003). 
Studien haben gezeigt, dass die Konzentration an zirkulierendem BNP mit dem Schweregrad 
einer Herzinsuffizienz gemäß der NYHA-Klassifikation zunimmt (Maisel 2001, Wieczorek et 
al. 2002, Luchner et al. 2003). Eine Erhöhung der Plasmakonzentration von BNP kann dabei 
schon im frühen Verlauf der Herzinsuffizienz (Stadium NYHA I) nachgewiesen werden.  
 
2.3 Ursachen der Herzinsuffizienz  
Die häufigste Ursache für die Entwicklung einer chronischen Herzinsuffizienz ist heute die 
koronare Herzkrankheit. Ein weiterer bedeutender Risikofaktor für die Entstehung einer Herz-
insuffizienz stellt die arterielle Hypertonie dar (Daten der Framingham-Studie, Kannel et al. 
1988).  
Ursächlich an dritter Stelle stehen die Kardiomyopathien, sowie des Weiteren Fehler der 














Die klinisch-pathophysiologische Einteilung nach der WHO/ISFC Task Force (Richardson et 
al. 1996) unterscheidet Kardiomyopathien als primäre Herzmuskelerkrankungen, die mit einer 
kardialen Funktionsstörung einhergehen, nach ihrem klinischen Phänotyp, d.h. nach ihrer 
Hämodynamik und ihrer makroskopischen Anatomie in folgende fünf Formen: 
 -    dilatative Kardiomyopathie (DCM) 
- hypertrophische Kardiomyopathie (HCM) 
- restriktive Kardiomyopathie (RCM) 
- arrythmogene rechtsventrikuläre Kardiomyopathie (RVCM) 
- nicht klassifizierbare Kardiomyopathien  
 
Zur Sicherung der klinischen Diagnose einer Kardiomyopathie stellt die Endomyokardbiopsie 
eine wichtige diagnostische Methode dar (Erdmann et al. 1980, Richardson 1980, Maisch et 
al. 1988, Hufnagel et al. 2000, Felker et al. 2000).  
Im Folgenden sollen die pathologischen Prozesse der Herzinsuffizienz bei Patienten mit einer 
dilatativen Kardiomyopathie bzw. einer inflammatorischen Kardiomyopathie näher betrachtet 
werden. 
2.4.1 Dilatative Kardiomyopathie  
Unter den Kardiomyopathien stellt die idiopathische dilatative Kardiomyopathie (DCM) die 
größte Untergruppe dar. Nach einer 1999 veröffentlichten Studie zur Inzidenz und Ätiologie 
der Herzinsuffizienz (Cowie et al. 1999) kann in ca. 17 % eine DCM als primäre Ätiologie ei-
ner Herzinsuffizienz angenommen werden. Die Herzinsuffizienz bei der dilatativen Kardio-
myopathie entwickelt sich langsam. Männer sind mit einem Verhältnis von 3:1 bevorzugt be-
troffen. Die Erstdiagnose wird im mittleren bis höheren Lebensalter gestellt, wobei jedoch 
auch Jugendliche erkranken können (Felker et al. 2000). Nach dem Auftreten klinischer  
Symptome einer Herzinsuffizienz ist die Prognose der Erkrankung mit einer durchschnittli-
chen 5-Jahres-Mortalität von 20 % ungünstig (Olbrich 2001). Komplikationen stellen Ar-
rhythmien, Thromboembolien und der plötzliche Herztod dar. 
Nach der Definition der WHO von 1995 kann die Diagnose einer idiopathischen DCM erst 
nach Ausschluss anderer zu einer Dysfunktion des Herzmuskels führenden ursächlichen Er-
krankungen gestellt werden (Richardson et al. 1996).  
Für die ätiopathogenetisch bekannten sekundären Formen der dilatativen Kardiomyopathie 
werden Ursachen wie Virusinfektionen (Martino et al. 1994, Schwaiger et al. 1993, Wessely 
 Einleitung  
__________________________________________________________________________ 
7
et al. 1998b, Pauschinger et al. 1999), Speicherdefekte, endokrine Störungen, toxische Gene-
sen (Fernandez-Sola et al. 1994, McKenna et al. 1998) und autoimmunologische Prozesse 
(Maisch, 1989, Bouhour et al. 1993) diskutiert. Bei 20 – 30 % der an einer Kardiomyopathie 
Erkrankten kann eine familiäre Genese nachgewiesen werden. 
Hämodynamisch im Vordergrund steht bei der DCM ein systolischer Pumpfehler. Im Endsta-
dium der Erkrankung weist das Herz eine Gewichtszunahme sowie eine Dilatation der 
Ventrikel und Atriae auf. Eine begleitende Störung der diastolischen Funktion tritt dann re-
gelhaft hinzu.  
Das histologische Bild ist durch eine Fibrose des Myokards und einer Hypertrophie, aber auch 
Atrophie der Myozyten charakterisiert. Man findet vorwiegend eine chronische Degeneration 
mit Verlust von kontraktilen Elementen, Desorganisation von Komponenten des Zytoskeletts 
wie Desmin und Tubulin sowie eine Vermehrung von Membran-assoziierten Proteinen 
(Schaper et al. 1991). Die Umorganisierung der Herzmuskelzellen führt zu einer Verschlech-
terung der myokardialen Sauerstoffversorgung. In diesem hypoxischen Stadium kann es unter 
anderem durch den Einfluss von Zytokinen zu einer vermehrten Apoptose kommen, welche 
zum Verlust an Myozyten beiträgt (Schaper et al. 1999). 
2.4.2 Inflammatorische Kardiomyopathie 
Nach der WHO/ISFC Task Force von 1995 stellt die inflammatorische Kardiomyopathie, de-
finiert als chronische Myokarditis mit kardialer Dysfunktion, eine Untergruppe der dilatativen 
Kardiomyopathien dar. Die inflammatorische Kardiomyopathie ist durch den Nachweis einer 
intramyokardialen Entzündung in Endomyokardbiopsien von Patienten mit dem Bild einer 
DCM definiert (Richardson et al. 1996). Der Nachweis von mehr als 14 infiltrierenden Leu-
kozyten (T-Lymphozyten und Makrophagen) pro mm2 gilt dabei als pathognomisch (Maisch 
et al. 2000). Wie bei der akuten Myokarditis werden idiopathische, autoimmune und infektiö-
se Formen der entzündlichen Kardiomyopathie unterschieden. Der Nachweis eines Erregers in 
der Endomyokardbiopsie mittels Polymerasekettenreaktion (PCR), Slot-Blot oder In-situ-
Hybridisierung stellt ein bedeutendes pathogenetisches Kriterium dar (Bowles et al. 1986, 
Kandolf et al. 1993, Pauschinger et al. 1999). Je nach Erreger unterscheidet man etwa virale, 
bakterielle, spirochätale, protozoale und parasitäre Myokarditiden. In den industrialisierten 
Ländern wird als häufigste Ursache für eine Myokarditis eine Virusinfektion angesehen, wo-
bei wahrscheinlich alle humanpathogenen Viren eine Myokarditis hervorrufen können. Neben 
Parvovirus B19, Zytomegalieviren, Enteroviren und Adenoviren konnten Herpes-simpex-
Typ-2-Viren, Epstein-Barr-Viren und Influenzaviren nachgewiesen werden, wobei Coxsa-
ckieviren der Gruppe B die größte Bedeutung zuteil wird (Woodruff 1980, Feldman und Mc-
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Namara 2000, Maisch et al. 2003). Zudem hat als Verursacher einer Myokarditis in den letz-
ten Jahren das human-immunodeficiency-virus (HIV) zugenommen (Calabrese et al. 2003).  
Epidemiologische Ergebnisse lassen vermuten, dass die Viruspersistenz zur Pathogenese ent-
zündlicher Herzmuskelerkrankungen beitragen kann (Kandolf et al. 1993, Kandolf 1998, 
Wessely et al. 1998b, Hufnagel et al. 2000).  
Hinsichtlich der Entwicklung einer Herzinsuffizienz aus einer viralen Myokarditis werden 
mehrere Pathomechanismen diskutiert (Maisch et al. 2002b).: 
1. Durch die initiale Virusinfektion kommt es zu vereinzelten Schäden an Herzmuskelzellen, 
wobei die so freigelegten Zellstrukturen eine Autoimmunantwort triggern. Die Verwandt-
schaft zwischen Oberflächenantigenen von Viren und Herzmuskelzellen führt so zu einer Ak-
tivierung des Immunsystems (Crossreaktion) mit nachfolgendem Untergang kardialer Zellen 
(Rose et al. 1993). 
2. Eine direkte Zerstörung der Myozyten durch etwa Coxsackieviren erfolgt unter Bindung an 
den Coxsackie Adenovirus Rezeptor (CAR) (McManus et al. 1993, Bewley et al. 1999). 
3. Durch die Persistenz viraler Proteasen kommt es zur Zerstörung des Zytoskeletts (Wessely 
et al. 1998a). 
 
2.5 Bedeutung der Zytokine in der Pathogenese der Herzinsuffizienz 
2.5.1 Allgemeine Aspekte 
Wie die klinische und experimentelle Forschung der letzten 10 - 15 Jahre gezeigt hat, spielt 
die Regulation der Zytokine eine zentrale Rolle in der Pathogenese der Herzinsuffizienz 
(Staudt et al. 2002, Baumgarten et al. 2004). 
Erstmals 1990 beobachteten Levine et al. eine signifikante Erhöhung der Gesamtkonzentrati-
on des Zytokins TNFα (Tumor Nekrose Faktor α) bei Patienten mit hochgradiger Herzinsuffi-
zienz (Levine et al. 1990). In neueren Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass 
dieses Signalprotein direkt im Herzen exprimiert wird und neben einem negativ inotropen und 
chronotropen Effekt am Herzen auch zur vermehrten Fibrose und Apoptose führen kann 
(Krown et al. 1996, Torre-Amione et al. 1996, Oral et al. 1997). 
Ähnlich konnte für das Zytokin Interleukin-6 (IL-6) nachgewiesen werden, dass es im Rah-
men einer Herzinsuffizienz vermehrt exprimiert wird (Anker et al. 1997, Tsutamoto et al. 
1998). Zu den multiplen Funktionen dieses Zytokins wird eine hypertrophierende und antia-
poptotische Wirkung auf die Myozyten (McGowan et al. 2003) als auch eine Beeinflussung 
der Immunmodulation gezählt (Kishimoto 2005). 
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2.5.1 Rolle von Cardiotrophin-1 in der Pathogenese der Herzinsuffizienz 
Aufgrund seiner hypertrophen und antiapoptotischen Wirkung erlangte das Zytokin CT-1 mit 
seinem Signalweg über den Rezeptor gp130 bei der Frage nach der Entstehung der Herzinsuf-
fizienz zunehmende Bedeutung (Hunter und Chien 1999, Bristow und Long 2002).  
Cardiotrophin-1 (CT-1) gehört zu den Zytokinen der Interleukin-6 Familie. Zu dieser Gruppe 
gehörige Proteine sind Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-11 (IL-11), ciliary neurotrophic factor 
(CNTF), oncostatin M und der leukemia inhibitory factor (LIF). Cardiotrophin-1 wurde 1995 
erstmals von Pennica et al. als ein Faktor beschrieben, der an der Entwicklung kardialer Myo-
zyten aus embryonalen Zellen entscheidend beteiligt ist. Anhand von Zellkulturexperimenten 
an embryonalen Kardiomyozyten der Ratte konnte für das Zytokin CT-1 eine hypertrophe 
Wirkung aufgezeigt werden. Das Zytokin Cardiotrophin-1 ist hierbei wesentlich potenter als 
Angiotensin, Endothelin oder die übrigen IL-6-Mitglieder (Pennica et al. 1995a). Die Hyper-
trophie der Herzmuskelzellen zeigt sich histologisch in einer Neubildung von Sarkomeren, 
den Untereinheiten der Muskelzellen (Pennica et al. 1995b). Die Sarkomerenbildung findet 
dabei hauptsächlich in Längsrichtung statt, was zu einer Verlängerung der Muskelzelle führt. 
Dies führt zu einer exzentrischen Hypertrophie und Kammerdilatation. Vermittelt wird diese 
Hypertrophie durch einen JAK/STAT (Janus Kinase Signal Transducer and Activation of 
Transcription) bzw. MEK5-ERK5 (Takahashi et al. 2005) Signalweg: Cardiotrophin-1 bindet 
dabei an den LIF Rezeptor, woraufhin die Rezeptoruntereinheit gp130 mit dem Ligand-
Rezeptorkomplex assoziiert und der Signalweg eingeleitet wird (Pennica et al. 1995a). Der 
Glykoprotein 130 (gp130)/leukemia inhibitory factor (LIF) Rezeptorkomplex aktiviert dann 
den JAK/STAT Signalweg (Pennica et al. 1995a, Robledo et al. 1997, Wollert und Chien 
1997, Sheng et al. 1997, Pan et al. 1999, Fukuzawa et al. 2000, Yasukawa et al. 2001). Die 
biologische Aktivität von CT-1 kann dabei durch anti-gp130 Antikörper geblockt werden 
(Wollert et al. 1996). 
Weitere Studien zeigten außerdem einen zytoprotektiven Effekt von Cardiotrophin-1 auf 
Herzmuskelzellen, wobei ursächlich dafür eine Inhibition der Apoptose gesehen wird (Wollert 
und Chien 1997, Sheng et al. 1997, Ghosh et al. 2000). Der antiapoptotische Effekt von Car-
diotrophin-1 erfolgt zunächst über die Bindung an den gp130/LIF Rezeptorkomplex. Der wei-
tere Signalweg läuft über den Phosphoinositol-3-Kinase/Akt Signalweg (Kuwahara et al. 
2000, Lopez et al. 2005) sowie über mitogen aktivierte Protein-Kinasen (MAPK) (Sheng et al. 
1997, Goette et al. 2002, Liao et al. 2002). Bisherige Studien weisen zudem auf eine Beteili-
gung von STAT3 bei der Hypertrophie und von STAT1 bei der Apoptose hin (siehe Abb. 
2.5.1 aus Wollert und Chien 1997). 

















Abb. 2.5.1: Vereinfachtes Schema der intrazellulären Signaltransduktion nach CT-1-Stimulation (aus 
Wollert und Chien 1997). 
 
Untersuchungen über die Coxsackievirus B3 induzierte Myokarditis der Maus zeigen, dass 
CT-1 über eine Myozytenproliferation und die Modulation anderer Zytokine in der Lage ist, 
einen protektiven Effekt auf geschädigte Kardiomyozyten auszuüben (Okuno et al. 2000). 
Das Zytokin CT-1 wirkt dabei nicht nur auf Myozyten, sondern beispielsweise auch auf Zel-
len des vaskulären Systems. So konnte für CT-1 in tierexperimentellen Untersuchungen eine 
blutdrucksenkende Wirkung aufgezeigt werden (Jin et al. 1998).  
 
2.6 Bedeutung der Apoptose in der Herzinsuffizienz 
Der Begriff Apoptose stammt aus dem Griechischen und bedeutet übersetzt “Abfallen der 
Blätter“. Die Apoptose wurde im Zusammenhang mit dem programmierten Zelltod 1972 in 
einer Veröffentlichung von Kerr, Wyllie und Currie geprägt. Es handelt sich dabei um ein ge-
netisch determiniertes Programm, welches Zellen nach bestimmten endogenen und exogenen 
Signalen dazu bringt, sich selbst zu eliminieren (Kerr et al. 1972). 
 
Der Verlust an Kardiomyozyten wird von einigen Autoren als einer der bedeutensten patho-
genetischen Charakteristika der Herzinsuffizienz angesehen (Beltrami et al. 1994, Haunstetter 
und Izumo 1998, Knaapen et al. 2001). Die erste Untersuchung zur Apoptose im Herz wurde 
1994 von James veröffentlicht (James 1994). Mehrere nachfolgende Studien befassten sich 
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mit der engen Beziehung zwischen der Apoptose im Myokard und dem Auftreten von 
Herzerkrankungen (Narula et al. 1996, Olivetti et al. 1997, Saraste et al. 1997, Anversa 1998, 
Pankuweit et al. 1999, Hong et al. 2000, Kumar et al. 2002, Jones 2003). 
In der Entwicklung der Herzinsuffizienz ist die dehnungs- bzw. überlastungsinduzierte Apop-
tose, die neuroendokrin und parakrin vermittelte Apoptose und die Apoptose durch Angioten-
sin II, Sympathikomimetika, Endothelin und Zytokine beschrieben (Maisch 1999, Kang und 
Izumo 2000). Zytokine können dabei sowohl eine Funktion als Apoptose-Induktoren, wie 
auch -Inhibitoren einnehmen.  
Der Stellenwert der Apoptose bei der Entstehung der Herzinsuffizienz ist allerdings zum Teil 
noch unklar. Feuerstein nennt in diesem Zusammenhang drei Gründe, die für eine Progre-
dienz der Herzerkrankung, bedingt durch Apoptose, sprechen (Feuerstein 2001):  
- erstens der Verlust an Myozyten, wodurch der Herzmuskel in seiner Integrität gestört 
werde.  
- zweitens die verminderte elektrische Leitfähigkeit innerhalb des Gewebes, 
- und drittens der postapoptotischen Umbau des Herzmuskels, der zu einer Verschlech-
terung der mechanischen Funktion führe. 
 
2.7 Nachweis der Apoptose im Myokard 
Um den Prozess der Apoptose nachzuweisen, bestehen mehrere Methoden, die jedoch alle be-
stimmten Einschränkungen unterworfen sind (Anversa 1998, Schaper et al. 1999).  
In dieser Untersuchung haben wir die beiden Apoptosemarker TUNEL und Gewebstransglu-
taminase (Tissue-Transglutaminase) verwandt. Der Apoptosenachweis im Myokard anhand 
der TUNEL (terminale deoxynucleotidyl-transferase nick-end-labeling / Transferase-Uridi-
ne-Nick-End-Labeling) Methode stellt eines der etabliertesten Verfahren dar. Die Methode 
wurde erstmals von Gavrieli et al. angewandt und kann sowohl an Kryo- und Paraffinschnit-
ten von Geweben, als auch an Zellpräparaten durchgeführt werden (Gavrieli et al. 1992). Die 
TUNEL-Methode macht sich ein wichtiges biochemisches Merkmal der Apoptose zunutze, 
nämlich die Aktivierung intrazellulärer Ca 2+ - und Mg 2+ - abhängiger Endonukleasen (Wyllie 
1987), welche zu einer Fragmentierung der DNA mit konsekutiver Erhöhung von freien 3´- 
OH Enden führt. 
Der Nachweis von DNA-Fragmentation anhand der TUNEL-Methode ist jedoch nicht spezi-
fisch für die Apoptose (Schulze-Osthoff et al. 1994, Elsässer et al. 2000), da z.B. TUNEL-
positive Zellen zwar apoptotisch, aber auch onkotisch bzw. nekrotisch sein können (Ohno et 
 Einleitung  
__________________________________________________________________________ 
12
al. 1998, Saraste 1999) oder sich in diesen Zellen Reparaturmechanismen an der DNA abspie-
len können (Kanoh et al. 1999). Aus diesem Grund haben wir in unserer Untersuchung einen 
weiteren Apoptosemarker, die Tissue-Transglutaminase, verwandt.  
Die Tissue-Transglutaminase (TTG) oder auch Transglutaminase Typ 2 ist ein Enzym, wel-
ches Ca 2+ abhängige Transferaktionen von Acyl- Donoren (γ Carboxyamidgruppen peptidge-
bundener Glutaminreste) auf Acyl- Akzeptoren (primäre Aminogruppen) katalysiert (Fesus et 
al. 1987, Greenberg et al. 1991, Piacentini et al. 1991). Mit Einsetzen des apoptotischen Vor-
ganges in den Zellen wird dieses Enzym sowohl vermehrt exprimiert als auch aktiviert (Fesus 
et al. 1991, Knight et al. 1993, Nagy et al. 1994, Piacentini 1995, Aschoff et al. 1996, Cum-
mings 1996). Das Enzym beteiligt sich an der kovalenten Verknüpfung von Polypeptidketten 
und der Bildung der apoptotischen Körperchen (Fesus et al. 1987, Piacentini et al. 1991, 
Greenberg et al. 1991, Autuori et al. 1998, Aeschlimann und Thomazy 2000). Die strukturelle 
Integrität der Zelle wird somit garantiert und eine Entzündungsreaktion verhindert (Fesus et 
al. 1991, Piredda et al. 1999). Unter den normalen Bedingungen ist die TTG in ihrer Ca 2+ ab-
hängigen Quervernetzungsaktivität gehemmt. Steigt jedoch die zytoplasmatische Ca 2+ Kon-
zentration durch Freisetzung aus intrazellulären Speichern an, kommt es zur Aktivierung des 
Enzyms (Fesus et al. 1991). Getriggert durch die erhöhte Ca 2+  Konzentration kann die Ge-
webstransglutaminase so den Beginn der Apoptose einleiten (Oliverio et al. 1999).  
Aschoff et al. konnten an konsekutiven Semidünnschnitten von Dünndarmgewebe der Maus 
zeigen, dass die Gewebstransglutaminase nur in Enterozyten vorkommt, die aufgrund mor-
phologischer Kriterien und einem besonderen Muster der DNA- Fragmentation als apopto-
tisch einzustufen sind. In ISEL (in situ end labelling), einer abgewandelten Form der TUNEL-
Methode, positiven Zellen mit regelrechter Zellmorphologie konnte kein Nachweis der TTG 
erbracht werden (Aschoff et al. 2000, Lotze et al. 2001). 
Da sich die Gewebstransglutaminase auch an Differenzierungs- und Wachstumsvorgängen 
der Zellen beteiligt, ist sie als alleiniger Marker zum Apoptosenachweis nicht geeignet 
(Greenberg et al. 1991, Melino und Piacenti 1998, Tucholski et al. 2001, Fesus und Piacentini 
2002). Der immunhistochemische Nachweis dieses Enzyms eignet sich jedoch parallel zur 
TUNEL-Methode gut als zweites Kriterium zur Untersuchung der Apoptose in Gewebeschnit-
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2.8 Therapie der Herzinsuffizienz 
Die derzeitige medikamentöse Stufentherapie bei systolischer linksventrikulärer Dysfunktion 
basiert auf einer Kombinationstherapie mit Diuretika, ACE-Hemmern, β-Blockern, gegebe-
nenfalls AT-1 Blockern, Herzglykosiden und Aldosteronantagonisten. Ein dosiertes Bewe-
gungstraining, Alkohol- und Nikotinverzicht sowie diätetische Maßnahmen mit Kochsalz und 
Flüssigkeitsrestriktion unterstützen den medikamentösen Therapieansatz. Bei Beschwerdeper-
sistenz und optimaler Medikation stellt die kardiale Resynchronisationstherapie ein neueres 
Behandlungskonzept dar. 
Trotz verbesserter Medikation ist die Letalität der Herzinsuffizienz weiterhin hoch und die 
Lebensqualität der Patienten deutlich reduziert (Levy et al. 2002). Eine kausale Therapie setzt 
die Aufklärung der Ätiopathogenese der Erkrankung voraus. Aus dem besseren Verständnis 
der spezifischen Wirkung des Zytokins Cardiotrophin-1 in der Herzinsuffizienz kann sich 
möglicherweise ein Therapieansatz ergeben, mit dem die Progression der Erkrankung 
aufgehalten werden könnte.  
 Zielstellung 14 
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3 Zielstellung 
Zytokine spielen in der Pathogenese der Herzinsuffizienz eine bedeutende Rolle. Aus experi-
mentellen Untersuchungen an Zellkulturen weiß man, dass das Zytokin CT-1 sowohl eine 
hypertrophierende als auch antiapoptotische Wirkung besitzt. Im Vergleich zu gesunden Kon-
trollen zeigt sich Cardiotrophin-1 im Plasma herzinsuffizienter Patienten deutlich erhöht (Ng 
et al. 2002). Daraus ergibt sich die Frage, welche Rolle diesem Zytokin in der Herzinsuffi-
zienz zuteil wird. 
Ziel dieser Arbeit war es, der Fragestellung nachzugehen, wie die Expression des Zytokins in 
der Herzinsuffizienz getriggert und die beschriebenen unterschiedlichen Wirkungsmechanis-
men von CT-1 gesteuert werden können. Bei Betrachtung des Zytokins CT-1 in der Herzin-
suffizienz ist es folglich von Interesse, inwieweit eine Regulation von CT-1 auf Rezeptorebe-
ne stattfindet. Wir bestimmten daher zusätzlich zu dem CT-1 auch den löslichen gp130 Re-
zeptor im Serum der Patienten. 
Wir wollten untersuchen, ob das Zytokin Cardiotrophin-1 abhängig vom Ausmaß bzw. 
Schweregrad der Herzinsuffizienz in unterschiedlicher Weise exprimiert und freigesetzt wird. 
Dazu bestimmten wir den Cardiotrophin-1 Spiegel im Serum in Abhängigkeit von dem 
Schweregrad der Herzinsuffizienz.  
Zudem wollten wir überprüfen ob, und falls ja, welcher Zusammenhang zwischen der Ätio-
pathogenese der Herzinsuffizienz und dem Cardiotrophin-1 Spiegel im Serum besteht.  
Im Rahmen dieser Arbeit wollten wir die beschriebene antiapoptotische Wirkungsweise des 
Zytokins Cardiotrophin-1 näher beleuchten, indem wir einen möglichen Zusammenhang zwi-
schen dem Cardiotrophin-1 Spiegel und der Apoptose im Myokard herzinsuffizienter Patien-
ten untersuchten. Dabei gingen wir auch auf die Frage ein, welche Bedeutung der Apoptose in 
der Herzinsuffizienz zukommt.  
Aus der Literatur gibt es Hinweise darauf, dass sich der Nachweis eines enteroviralen Ge-
noms günstig auf die Apoptose im Myokard auswirkt, indem die virale Entzündungsreaktion 
eine antiapoptotische Wirkung ausübt. Diesen Ansatz suchten wir anhand unserer Datenlage 
weiter zu verfolgen. 
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4 Material und Methoden 
 
4.1 Patienten – klinische Daten und Einteilungskriterien 
Von Januar 1999 bis März 2003 wurden 138 herzinsuffiziente Patienten in diese Arbeit einge-
schlossen. Alle Patienten haben sich einer Herzkatheteruntersuchung unterzogen, anhand de-
rer eine koronare Herzerkrankung (KHK) als Ursache der Herzinsuffizienz ausgeschlossen 
werden konnte. Zur weiteren Abklärung der Genese der Herzinsuffizienz wurde im Rahmen 
des Herzkatheters bei jedem Patienten eine Myokardbiopsie entnommen. Unter Hinzuziehung 
der histologischen Ergebnisse wurden als Diagnosekriterien einer inflammatorischen Kardio-
myopathie die WHO Task Force Kriterien von 1995 zugrundegelegt. Zudem wurden die En-
domyokardbiopsien der Patienten auf ein möglicherweise persistierendes Virusgenom (Ente-
roviren, Parvoviren und Adenoviren) untersucht. 
Alle Patienten wurden mittels Echokardiographie hinsichtlich der linksventrikulären Ejekti-
onsfraktion (EF, Simpson-Methode) und des linksventrikulären enddiastolischen Durchmes-
sers (LVEDD), sowohl zum Zeitpunkt der Herzkatheteruntersuchung als auch bei späteren 
Kontrolluntersuchungen, charakterisiert. Die Daten dieser späteren Untersuchungen, bei de-
nen der Verlauf der EF und des LVEDD dokumentiert wurden, liegen in einem Zeitraum zwi-
schen 3 und 44 Monaten (im Mittel 16,75 Monate).  
Die Patienten erhielten abhängig von ihrem Erkrankungsschweregrad eine Herzinsuffizienz-
therapie, die aus Diuretika, ACE- Hemmern oder AT-1 Antagonisten, β-Blockern und Al-
dosteronantagonisten bestand.  
Zur klinischen Einschätzung der Schwere der Herzinsuffizienz wurde das BNP im Blutplasma 
zum Zeitpunkt der Biopsie gemessen und eine Einteilung der Patienten anhand der NYHA-
Klassifikation vorgenommen.  
 
4.2 BNP Bestimmung 
In dieser Untersuchung erfolgte die Bestimmung des brain natriuretic peptide im Serum der 
Patienten. Verwendet wurde dabei der Triage BNP-Test (Biosite Diagnostics, San Diego, Ca-
lifornia). Bei dem Test handelt es sich um einen Immunoassay mit Fluoreszenzdetektion zur 
Bestimmung des BNP (Messbereich 5 - 1500 pg/ml). Die Probengewinnung erfolgte durch 
periphere Venenpunktion und Sammlung in Serum-Röhrchen. Das Ergebnis kann aus dem 
Teststreifen mit Hilfe des Triage Testgerätes nach ca. 20 min. direkt abgelesen werden. Zur 
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Abgleichung der Messwerte erfolgte in regelmäßigen Abständen die Tarierung der Standard-
kurve anhand von Kontrollproben.  
 
4.3 Cardiotrophinmessung im Serum 
Von jedem Patienten wurden Serumproben in das toxikologische Forschungsinstitut der Me-
dizinischen Universität Leicester (Professor L. L. Ng, Leicester, UK) eingeschickt und die 
Cardiotrophinwerte im Blutserum mittels nichtkompetitiver Immunochemilumineszenz ge-
messen. Die Messung erfolgte unter Verwendung zweier affinitätsgereinigter Antikörper, von 
denen der eine spezifisch am C-terminalen Ende (Aminosäuren 186-199) und der andere in 
der mittleren Region (Aminosäuren 105-120) des Proteins bindet (Ng et al. 2002).  
 
4.4 TNFα und sgp130 Bestimmung 
Bei dem sgp130 handelt es sich um den löslichen gp130 Rezeptor, quasi ein “Abscheidepro-
dukt“, der im Serum der Patienten gemessen wird und sich äquivalent bezüglich der Expressi-
on des gp130 Rezeptors verhält. Die Serumkonzentrationen des löslichen Glykoproteins 130 
(sgp130) und des Tumornekrosefaktors α (TNFα) wurden mit einem Enzym-gekoppelten 
Immunoassay / ELISA-Test (HS human TNFα bzw. human sgp130, R&D Systems GmbH, 
Wiesbaden-Nordenstadt, Germany) bestimmt. Angewandt wurde dabei die quantitative 
Sandwich-Enzym-Immunoassay-Technik. Vorhandene TNFα Proteine wurden von immobili-
sierten Antikörpern gebunden, worauf die weitere Zugabe eines für den TNFα spezifischen 
enzymgebundenen polyklonalen Antikörpers erfolgte. Zuletzt führt die Zugabe einer Substrat-
lösung zu einer Farbentwicklung, welche sich proportional zur TNFα Konzentration verhält. 
Nach demselben Prinzip wurden die im Blut messbaren Konzentrationen an löslichem gp130 
ermittelt.  
 
4.5 Gewebegewinnung und Aufarbeitung 
4.5.1 Entnahme der Biopsie 
Allen Patienten wurden im Durchschnitt sechs Gewebeproben aus der Seitenwand des linken 
Ventrikels mit Hilfe eines Katheters, der über die Arteria femoralis eingeführt wurde, ent-
nommen. Für die Entnahme des Myokardgewebes wurde dabei ein Cordis long sheath biop-
tome (Cordis Corporation, Miami, FL, USA) verwendet. Nach dem Eingriff wurden die Biop-
sien umgehend in fünfprozentigem Paraformaldehyd in 0,1 molarer Phosphat-gepufferter Nat-
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riumlösung (PBS) fixiert. Für die virologischen Untersuchungen wurden die Myokardbiop-
sien in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C kryokonserviert. 
4.5.2 Histologische Beurteilung und Enterovirusnachweis 
Die histologische Begutachtung der Bioptate erfolgte in der Abteilung für Pathologie (Leiter 
Prof. G. Mall) am Klinikum Darmstadt. Zudem wurden CD2, CD4, CD8, Monozyten und 
Makrophagen mit Antikörpern gegen die genannten Antigene immunhistochemisch nachge-
wiesen und die Anzahl pro mm² angegeben. 
Die Bestimmung enteroviraler RNA erfolgte durch das Virologische Institut der Friedrich-
Schiller-Universität Jena mittels PCR und anschließender Southern-Blot-Hybridisierung: Die 
RNA-Extraktion wurde an –80˚C kryokonserviertem Herzmuskelgewebe nach der Guanidini-
um-thiocyanat-phenol-chloroform Methode (Chomczynski und Sacchi 1987) vorgenommen. 
Die so gewonnene Enterovirus-RNA wurde durch Oligo-dt Priming in cDNA umgeschrieben. 
Durch eine anschließend folgende PCR (Titan One Tube ™ System, Roche Diagnostics, 
Mannheim, Germany) wurde der Nachweis enteroviraler RNA erbracht. Die dabei verwende-
ten Primer erkennen einen Abschnitt im 5` Bereich der Enteroviren-Genome. 
Zur Erhöhung der Sensitivität und Bestätigung der Spezifität wurde eine Hybridisierung des 
PCR-Produktes anhand der Southern-Blot-Technik durchgeführt. Hierzu wurde eine spezifi-
sche Digoxigenin-markierte DNA-Sonde eingesetzt, die mit Hilfe von internen enterovi-
russpezifischen Primern und DIG-11-dUTP (Roche Diagnostics) hergestellt wird. Nach Hin-
zugabe eines Antikörpers (Anti-DIG-Apoptose, Roche Diagnostics) erfolgte die Detektion 
durch Chemilumineszenz (CSPD™, Perkin-Elmer-Applied Biosystems, Foster City, CA, 
USA). 
 
4.6 Apoptosenachweis im Herzmuskelgewebe 
4.6.1 Histochemische Gewebeaufbereitung 
Die Aufbereitung und Färbung der Biopsien erfolgte im Institut für Anatomie. Hierzu wurden 
die in Paraformaldehyd fixierten Proben über eine aufsteigende Alkoholreihe dehydriert und 
in Epon-Harz eingebettet. Anschließend lässt man das eingebettete Gewebe ca. 2 Wochen 
aushärten. Zur Weiterverarbeitung wurden die Gewebeblöcke mit einem Diamantmesser der 
Firma Diatome auf einem Ultracut Mikrotom (Fa. Reichert & Jung) auf 1µm geschnitten. Von 
jedem Patienten wurden mehrere Folgeschnitte angefertigt und anschließend auf Objektträger 
aufgebracht. 
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Für die weitere Verarbeitung ist ein Entharzen der Schnitte notwendig. Dazu werden die 
Schnitte nacheinander mit methanolischem NaOH, Methanol-Benzol (1:1) und Aceton (2x) 
über jeweils 3 Minuten behandelt und anschließend für 10 Minuten in PBS gewaschen. 
4.6.2 TUNEL-Färbung 
Der Nachweis von apoptotischen Zellen im TUNEL-Test erfolgt, indem man mittels einer 
Transferase an die durch die DNA-Fragmentation freigelegten 3´- Enden ein mit Fluoreszein 
markiertes dUDP transferiert. Mit Peroxidase verknüpfte Fluoreszein-, bzw. BrdU-Antikörper 
binden nun in einem zweiten Schritt an die entsprechend markierten DNA-Enden. Nach Zu-
gabe von Diaminobenzidin (DAB) kommt es zur selektiven Anfärbung im Bereich der frag-
mentierten DNA. 
Bei der hier zum Nachweis von DNA-Strangbrüchen angewandten Methode handelt es sich 
um eine von Aschoff an murinen Jejunumschnitten beschriebene hochsensitive BrdU In-Situ 
nick-End-Labelling-Methode (ISEL), welche auf demselben Prinzip wie die herkömmliche 
TUNEL-Methode beruht, allerdings mit dem Unterschied, dass hierbei BrdU (Bromodesoxyu-
ridin) statt z.B. dUDP verwendet wird (Aschoff et al. 1996). 
Zur TUNEL-Färbung wurde von jedem Patienten ein Objektträger (mit je zwei Folgeschnit-
ten) gewählt und dieser nach dem Entharzen (s.o.) eine Stunde bei 37°C in einem Apoptose-
mix inkubiert.  
Der Apoptosemix setzt sich aus folgenden Ingredienten zusammen: 
8µl TdT (Terminale deoxynucleotidyl-Transferase)-Puffer (Boehringer Mannheim), 3µl 
CoCl2 (Boehringer Mannheim), 2µl BrdU (Aschoff), 4µl TdT (Roche Diagnostics GmbH, 
Mannheim, Germany) auf 400µl PBS. Nun, wie auch nach jeder weiteren Inkubation, erfolgt 
ein zweimaliges Waschen in PBS. Danach werden die Schnitte in 20 %igem Normalserum 
der Ziege für 30 min. bei 20°C präinkubiert. Anschließend wird mit einem primären Maus 
anti-BrDU monoklonalem Antikörper (Progen, Heidelberg, Germany, 1:100 verdünnt) für 12 
Stunden bei 4°C inkubiert. Bei einer sich anschließenden Inkubation mit einem sekundären 
Ziege-anti-Maus monoklonalem Antikörper (Sigma St. Louis USA, 1:100 verdünnt) für 30 
min. bei 20°C kann BrdU nachgewiesen und das Signal verstärkt werden. Darauf folgend 
wird mit einem Peroxidase-anti-Peroxidase-Komplex (Maus-monoklonalem-PAP, Sigma 
1:100) verdünnt für 30 min bei Raumtemperatur inkubiert, und in einem weiteren Schritt die 
DNA fragmentierten Zellen mit Diaminobenzidin (DAB, Peroxidase Substrate Tablet Set, 
Sigma) sichtbar gemacht. Die Einwirkzeit von DAB beträgt 15 min., wobei die entstehende 
Braunfärbung durch eine Peroxidasereaktion hervorgerufen wird.  
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Abschließend werden die Schnitte 10 min. in destilliertem Wasser gewaschen und über eine 
aufsteigende Alkoholreihe (50 %iger, 70 %iger, 90 %iger, zweimal absoluter Alkohol, 
zweimal Xylol) entwässert und in Entellan eingedeckt. 
Die Kontrollen werden nach dem gleichen Protokoll mit einem TdT freien Gemisch 
behandelt. 
4.6.3 Transglutaminase-Färbung 
Die Transglutaminase-Färbung wurde an unmittelbaren Folgeschnitten der TUNEL-Färbung 
vorgenommen. Gefärbt wurde jeweils ein Objektträger mit je zwei Folgeschnitten. Hierzu 
wurden die Schnitte nach dem Entharzen 10 min. in PBS Puffer der Zusammensetzung 46,6g 
Na2HPO4 2H2O mit 9,0g KH2PO4 und 45,0g NaCl auf 5 Liter destilliertem Aqua gewaschen 
und darauf folgend 24 Stunden mit einem TTG-Antikörper (anti type 2 transglutaminase, anti 
Ziege polyklonalem Antikörper, Upstate Lake Placid, NY, USA) inkubiert. (Verdünnung 
1:1000 in PBS zusammen mit 1 %igem Normalserum vom Kaninchen). Sich abwechselnd mit 
je zweimal 10 minütigen Waschvorgängen in PBS erfolgte dann nacheinander die Inkubation 
mit einem zweiten biotinylierten Antikörper (anti-Ziege im Kaninchen IgG, Vector Laborato-
ries) und mit Avidin-Pferd Rettich-Peroxidase (Avidin-Peroxidase, Sigma, Taufkirchen, Ger-
many), jeweils 1:100 verdünnt für eine Stunde bei 20°C. Anschließend wurden die Schnitte 
mit DAB (Sigma) behandelt, wobei der Transglutaminasenachweis anhand einer Braunfär-
bung erbracht wird. Zuletzt wurden die Schnitte wiederum 10 min. in destilliertem Wasser 
gewaschen und über eine aufsteigende Alkoholreihe (s.o.) entwässert und in Entellan einge-
deckt. Für die Negativkontrollen wurde statt des TTG-Antikörpers verdünntes Normalserum 
verwendet. 
4.6.4 Auswertung der Gewebeschnitte 
Die Auswertung der Gewebeschnitte erfolgte lichtmikroskopisch an einem BX 50 Mikroskop 
(Olympus, Hamburg, Germany) unter 400-facher Vergrößerung. Die TUNEL gefärbten Aus-
schnitte (Frames) wurden zuerst mit der Interferenz-Kontrast-Mikroskopie sowie anschlie-
ßend fluoreszensmikroskopisch beurteilt. Ein Frame umfasst dabei eine Fläche von ca. 
0,0384 mm2 (160 µm × 240 µm). Um die gesamte Fläche eines Gewebeschnittes zu erfassen 
wurden drei bis zehn Frames pro Patient aufgenommen. Die Aufnahmen entstanden mit einer 
Digitalkamera (Olympus DP 10) und wurden später mit Hilfe der Software Adobe Photoshop 
bearbeitet. 
Die morphologische Beurteilung der Transglutaminase-Färbungen erfolgte an unmittelbaren 
Folgeschnitten. 
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4.6.5 Auswertung der TUNEL-Färbung und Autofluoreszenzbetrachtung 
Mit der TUNEL-Methode lässt sich anhand einer Braunfärbung die Fragmentierung der DNA 
im Zellkern nachweisen. Daneben werden jedoch auch apoptotische Endothelzellen und ein-
gewanderte Entzündungszellen unspezifisch mitgefärbt.  
Skelett- und Herzmuskelzellen zeigen unter UV-Licht der Wellenlänge 440 nm eine Autoflu-
oreszenz. Durch Vorschaltung eines besonderen Filters (WU, Olympus) lassen sich die ein-
zelnen Herzmuskelzellen so gut voneinander abgrenzen. Da sich mit der TUNEL-Methode 
nur einzelne (DNA fragmentierte) Zellkerne anfärben, war die Ermittlung der Gesamtzellzahl 
am einfachsten unter Betrachtung der Autofluoreszenz möglich. Intakte Herzmuskelzellen 
weisen dabei eine intensive gelbgrüne Autofluoreszenz auf. Vergleicht man einzelne Zellen, 
so lassen sich deutliche Unterschiede in der Stärke der Fluoreszenz verzeichnen. Autofluores-
zenzverminderungen treten vorwiegend gemeinsam mit Anzeichen von DNA Fragmentierung 
im Zellkern auf. Ein Fluoreszenzverlust war besonders im perinukleären Bereich der TUNEL-
positiv markierten Myozyten zu verzeichnen. 
Die Übergänge der Fluoreszenzausprägung sind schleichend. Es empfiehlt sich jedoch eine 
Einteilung in drei Gruppen hinsichtlich der Eigenfluoreszenz der Myozyten (siehe Abbildung 
5.6.1): 
1. Myozyten mit intakter Eigenfluoreszenz 
- Typische Querstreifung der kontraktilen Filamente, Zellgrenzen und Zytosol intakt 
2. Myozyten mit eingeschränkter Fluoreszenzfähigkeit 
- Typische Querstreifung der kontraktilen Filamente, Zellgrenzen und Zytosol intakt, 
jedoch auffällige Fluoreszenzeinbußen 
3. Myozyten mit nahezu aufgehobener Eigenfluoreszenz 
- Querstreifenmuster nur noch undeutlich zu erkennen, Zellgrenzen teilweise nicht 
mehr intakt, ausgeprägte Fluoreszenzverluste 
 
Bei Zellen mit deutlicher Fluoreszenz und intakter Zellbegrenzung wiesen die Zellkerne keine 
Fragmentierung (Färbung) in der TUNEL-Methode auf. Myozyten mit eingeschränkter bis 
fehlender Fluoreszenz ließen dagegen vermehrt eine DNA Fragmentierung im Zellkern er-
kennen.  
Die Eigenfluoreszenz stellt ein wichtiges Kriterium in der Abgrenzung zwischen nekrotischen 
und apoptotischen Myozyten dar, da es im Verlauf der Nekrose zu einer autolytischen DNA 
Zerstörung kommen kann, woraus in der TUNEL-Färbung ein “falsch positives“ Ergebnis 
resultiert (Gold et al. 1994, Ohno et al. 1998). Die Kombination aus positiver TUNEL-
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Färbung im Zellkern und eingeschränkter aber noch vorhandener Eigenfluoreszenz wurde als 
Zeichen eines apoptotischen Vorganges bewertet (siehe hierzu Tabelle 4.6.5). 
 
Tab. 4.6.5: Einteilungskriterien der Apoptose nach TUNEL und Fluoreszenzbetrachtung der Kardiomyo-
zyten 
 
Intakter Myozyt Nekrotischer Myozyt Apoptotischer Myozyt 
Gute Eigenfluoreszenz Stark reduzierte Eigen-fluoreszenz Vorhandene Eigenfluoreszenz 
Erhaltene Myofibrillen Myofibrillenverlust Myofibrillen erhalten 
Unversehrtheit der Zell-
membran Defekte Zellmembran Zellmembran intakt 
Keine Fragmentierung der 
DNA 
DNA Fragmentation im 
Zellkern 
DNA Fragmentation im Zell-
kern 
 
Die TUNEL-positiv gefärbten Zellkerne derjenigen Myozyten, die gleichzeitig auch eine 
nachweisbare Eigenfluoreszenz sowie eine unversehrte Zellmembran aufwiesen, wurden in 
Relation zur Gesamtzellzahl gesetzt. Dabei fiel eine unterschiedliche Morphologie der Zell-
kerne auf, was einerseits die Intensität der Kernfärbung als auch die Form des Kerns betraf. 
Kerne mit intensiver, starker Braunfärbung zeigten lichtmikroskopisch eine auffällig “zerklüf-
tete“ Oberfläche bei einer ansonsten guten Zellkernbegrenzung, wohingegen bei den weniger 
stark gefärbten Kernen eine asymmetrische, starke Lappung des Zellkerns auffiel. Aufgrund 
dieser Kriterien erfolgte bei der Auswertung eine Einteilung in stark (++) und schwach (+) 
positiv gefärbte Kerne, wobei das wesentliche Entscheidungskriterium für eine stark positive 
TUNEL-Färbung eine intensive Braunfärbung mit teilweise dunkelbrauner Körnung war.  
Wenn bei Myozyten mit ausgeprägten Fluoreszenzverlusten eine Beschädigung der Zellbe-
grenzung (Risse, Substanzdefekte, etc.) zu erkennen war, wurden diese nicht in die Aus-
wertung mit einbezogen und als Artefakt gewertet. Ursächlich für solche Artefakte sind u. a. 
mechanische Schäden an den Zellen bei der Entnahme der Biopsie sowie prozedurale Schä-
den beim Schneiden des Gewebes. Derart beschädigte Zellen zeigten regelmäßig eine  
TUNEL-positive Kernfärbung. 
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4.6.6 Auswertung der Transglutaminase-Färbung 
Die Auswertung der Transglutaminaseexpression der Kardiomyozyten erfolgte standardisiert 
mit den Programmen Photoshop (Adobe) und ImageJ 1.29x (Wayne Rasband, USA). Durch-
schnittlich wurden fünf Frames pro Biopsie betrachtet. 
Bei dem Programm ImageJ handelt es sich um ein Java Bildbearbeitungsprogramm, welches 
in unserem Fall zur quantitativen Flächenbestimmung der TTG-Expression herangezogen 
wurde. Die Immunpräzipitate fanden sich vorwiegend im Zytosol der Herzmuskelzellen, wo-
bei aber vorhandene Bindegewebs-, Endothel- und Entzündungszellen ebenso positive Trans-
glutaminaseexpressionen aufwiesen. Auch am Rand der Myokardzellen zeichnete sich das 
Diaminobenzidin als bräunliche Ablagerung (Färbung) ab. Da in unserer Studie nur die 
Transglutaminaseexpression der Kardiomyozyten in die Auswertung eingehen sollte, musste 
jedes Bild zuvor so im Photoshop bearbeitet werden, dass eine quantitative Auswertung mit 
dem ImageJ Programm möglich wurde:  
Zuerst wurden die Nicht-Myozyten und die unspezifischen Ablagerungen des Detektions-
farbstoffes am Rand der Kardiomyozyten aus dem Bild eliminiert (siehe hierzu Abbildung 
5.6.2b). Freie Flächen und Artefakte wurden „ausgeschnitten“, so dass letztendlich nur noch 
Myozyten im Längs- bzw. Querschnitt das Bild bestimmten.   
Anschließend wurde mit dem ImageJ Programm unter Angabe der Pixelanzahl die gesamte 
Herzmuskelfläche ermittelt. In einem weiteren Schritt (s.u.) wurde nur der TTG gefärbte Be-






Um die TTG gefärbten Bereiche der Myozyten flächenmäßig erfassen zu können, wurde das 
Bild erneut im Photoshop bearbeitet. Dort wurde der jeweilige Braunton des Detektions-
farbstoffs Diaminobenzidin festgelegt. Die Toleranzgrenze dieses Brauntones wurde so ge-
wählt, dass ein eindeutiger Unterschied zwischen TTG-Expression und den übrigen nichtmar-
kierten Bezirken im Zytosol erfolgen konnte.  
 
                                   TTG gefärbte Gewebeschnittfläche 
TTG Nachweis [%]:                                                                x 100 
      Gesamte Gewebeschnittfläche  
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4.7 Statistische Analysen 
Die statistische Auswertung erfolgte mit der Software STAT-View 4.1 für MacOS. Die An-
gaben der Ergebnisse der klinischen Untersuchungen erfolgten als Mittelwerte. In den Dia-
grammen wurde jeweils der Mittelwert ± Standartabweichung angegeben. Die Korrelation 
zwischen einzelnen Variablen wurde mit dem Spearman-Rang-Korrelationstest berechnet. 
Vergleiche kontinuierlicher Daten der beiden Herzinsuffizienzgruppen wurden mit dem 
Mann-Whitney U-Test, Vergleiche nominaler Daten mit dem Chi-Quadrat-Test durchgeführt. 










5.1 Charakterisierung der Patienten 
Von den 138 in dieser Arbeit eingeschlossenen Patienten waren 117 Patienten Männer, und 
21 Patienten (15,2 %) waren Frauen. Der BMI (Body Mass Index) betrug für die Männer 
durchschnittlich 26,9 kg/m2. Bei den Frauen lag der durchschnittliche BMI bei 27,0 kg/m2. 
Zum Zeitpunkt der Biopsie betrug das Alter der Patienten zwischen 17 und 73 Jahre (47,9 ± 
13,2 Jahre). Echokardiographisch konnte ein linksventrikulärer enddiastolischer Diameter 
(LVEDD) von 63,4 ± 9,9 mm und eine Ejektionsfraktion (EF) von 39,6 ± 16,1 % verzeichnet 
werden. 
Anhand der histologischen Ergebnisse der Myokardbiopsien konnten den 138 Patienten fol-
gende Diagnosen zugeordnet werden: 
Tab. 5.1: Diagnosen der Patienten 
Diagnosen Anzahl Patienten [n] 
Dilatative Kardiomyopathie (DCM) 86 
Inflammatorische Kardiomyopathie 27 
Lupus erythematodes 2 
Riesenzellmyokarditis 1 
Amyloidose 5 
Nicht gesicherte Diagnose 17 
 
Im Beobachtungszeitraum bis zum März 2003 verstarben 14 der 138 Patienten (10,1 %). 
 
5.2 BNP als Herzinsuffizienzmarker 
Bei 95 der 138 Patienten erfolgte eine dokumentierte Einteilung nach dem Schweregrad der 
Herzinsuffizienz anhand der NYHA-Klassifikation. Hierbei konnte bei 15 Patienten ein NY-
HA I-, und bei 37 Patienten ein NYHA II Stadium verzeichnet werden. Weitere 36 Patienten 
wiesen das Stadium NYHA III auf, und 7 Patienten befanden sich im NYHA IV Stadium.  
Zusätzlich zu der Einteilung nach der NYHA-Klassifikation erfolgte in demselben Zeitraum, 
in dem auch die Herzmuskelbiopsie durchgeführt wurde, die Messung von BNP (brain natriu-
retic peptid) im Serum der Patienten.  
 
Den Zusammenhang zwischen BNP und der Einteilung nach der NYHA-Klassifikation in 
unserem Patientenkollektiv veranschaulicht Abbildung 5.2: 




























Abb. 5.2 Zusammenhang zwischen BNP und dem NYHA-Stadium 
 
Die Abbildung zeigt, dass mit zunehmender Schwere der Herzinsuffizienz bzw. subjektiver 
Luftnot des Patienten, gemessen anhand der Einteilung nach NYHA, das BNP im Serum der 
Patienten deutlich ansteigt. 
5.2.1 Generierung zweier Herzinsuffizienzgruppen anhand des BNP-Wertes 
Anhand des BNP-Wertes, welcher eine Objektivierung in der Schwere der Herzinsuffizienz 
zulässt, wurden zwei Herzinsuffizienzgruppen voneinander unterschieden: 
 
Gruppe I: BNP-Wert < 50 pg/ml 
Gruppe II:  BNP-Wert > 1000 pg/ml 
 
Nach dieser Einteilung umfasst die Gruppe I ein Patientenkollektiv von 42 Patienten mit einer 
eher leichten Herzinsuffizienz. 15 Patienten dieser Gruppe befinden sich im NYHA I Stadi-
um, 21 Patienten gehören dem NYHA II Stadium an, und 6 Patienten der Gruppe I befinden 
sich im Stadium III.  
In der Gruppe II befinden sich 14 Patienten der NYHA Stadien III und IV, sowie ein Patient 
im Stadium NYHA II. 
 
 
Die klinischen Daten der Patienten dieser beiden Herzinsuffizienzgruppen zeigt Tabelle 5.2.1: 
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Tab. 5.2.1: Klinische Daten der Patienten in den Herzinsuffizienzgruppen I und II 
 
Gruppe I 
(BNP < 50 pg/ml) 
Gruppe II 
(BNP > 1000 pg/ml)
p 
 
Anzahl Patienten 42 15  
Alter in Jahren 40,8 ± 14,4 53,6 ± 10,7 < 0,01 
Männliches Geschlecht 39 13 n.s. 
Weibliches Geschlecht 3 2 n.s. 
BMI [kg/m2] 27,3 23,5 < 0,01 
NYHA Klasse  I 15 0 < 0,05 
NYHA Klasse  II 21 1 < 0,05 
NYHA Klasse  III 6 10 n.s. 
NYHA Klasse  IV 0 4 < 0,05 
BNP [pg/ml] 22,4 ± 15,6 1326,0 ± 353,2 < 0,0001 
Echo EF [%] 41 ± 13 28 ± 13 < 0,01 
LVEDD [mm] 61,6 ± 7,1 61,7 ± 13,1 n.s. 
Lävokardiographie EF [%] 47,8 ± 14,3 29,5 ± 13,8 <0,0001 
Kontrolle Echo EF [%] 51 ± 12 43 ± 17 n.s. 
Kontrolle LVEDD [mm] 57,4 ± 7,6 60,8 ± 10,3 n.s. 
 
Tabelle 5.2.1 zeigt, dass Patienten der Gruppe II mit hohen BNP Werten durchschnittlich ein 
höheres Alter und einen geringeren BMI besitzen. In der Gruppe der leicht herzinsuffizienten 
Patienten (Gruppe I) zeigt sich mit durchschnittlich 41 % eine signifikant bessere Ejek-
tionsfraktion als in der Gruppe der schwer herzinsuffizienten Patienten, in der die durch-
schnittliche EF nur 28 % beträgt. Bei Betrachtung der Kontrollergebnisse der Ejektionsfrakti-
on fällt in beiden Herzinsuffizienzgruppen eine deutliche Verbesserung der Werte auf. Der 
durchschnittlich 16,75 Monate später ermittelte Kontrollwert für die EF beträgt in der Gruppe 
I 51 %, und in der Gruppe II 43 %. Bei den Kontrolluntersuchungen des linksventrikulären 
enddiastolischen Durchmessers (LVEDD) konnte in beiden Gruppen eine geringfügige Ver-
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5.2.2 Sterblichkeitsrate in den Herzinsuffizienzgruppen I und II 
In der Herzinsuffizienzgruppe I mit BNP Werten < 50 pg/ml waren im März 2003 bis auf 
einen Patienten noch alle 41 Patienten am Leben. Dies entspricht einer Sterblichkeitsrate von 
2,4 %. 
Demgegenüber betrug die Sterblichkeit innerhalb der Gruppe II mit 6 Todesfällen von 15 Pa-





















































G ruppe I Gruppe II
 
Abb. 5.2.2: Sterblichkeitsrate in den Herzinsuffizienzgruppen I und II 
 
5.3 TNFα in der Herzinsuffizienz 
Die Bestimmung des TNFα Spiegels im Serum der Patienten erfolgte bei 40 Patienten der 
Gruppe I, sowie bei 14 Patienten der Gruppe II.  
Es ergaben sich in der Gruppe II signifikant (p < 0,01) erhöhte TNFα Spiegel (durchschnitt-
lich 14,82 ± 9,6 pg/ml in der Gruppe II im Vergleich zu 8,38 ± 8,6 pg/ml in der Gruppe I; 
siehe Abbildung 5.3). 
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Abb. 5.3: TNFα Spiegel in den Herzinsuffizienzgruppen I und II 
 
5.4 Cardiotrophin-1 in der Herzinsuffizienz 
Die Bestimmung des Cardiotrophin-1 Spiegels erfolgte bei 40 Patienten der Gruppe I, sowie 
bei 12 Patienten der Gruppe II. Es ergaben sich signifikant (p < 0,01) erhöhte Serumspiegel 
für CT-1 in der Gruppe II (53,7 ± 121,5 fmol/ml in der Gruppe II im Vergleich zu 15,5 ± 34,9 
fmol/ml in der Gruppe I; siehe Abbildung 5.4). 
Eine direkte Korrelation der CT-1 Spiegel im Serum mit den jeweiligen Ergebnissen der 





















Abb. 5.4: Cardiotrophin-1 Spiegel in den Herzinsuffizienzgruppen I und II 
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5.5 Der Rezeptor Glykoprotein 130 in der Herzinsuffizienz  
Bei Betrachtung des löslichen Glykoproteinrezeptors 130 (sgp130) im Serum der Patienten 
zeigten sich in der Gruppe II (im Vergleich zur Gruppe I) signifikant (p < 0,001) erhöhte 
sgp130 Spiegel im Serum der Patienten (363,6 ± 81,9 ng/ml in der Gruppe II versus 258,9 ± 




















Abb. 5.5: sgp130 Serumspiegel in den Herzinsuffizienzgruppen I und II 
 
Eine signifikante Korrelation zwischen dem Zytokin CT-1 und dem Rezeptor gp130 zeigte 
sich in unserer Untersuchung nicht. 
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5.6 Histochemische Apoptosefärbungen 
Von den 138 Patienten, die sich primär in der Studie befanden, konnten in 23 Fällen keine 
histochemischen Färbungen angefertigt werden, da zuwenig bzw. gar kein Gewebematerial 
vorlag (leere bzw. zu kleine Biopsie oder nahezu ausschließlich Bindegewebe). Bei weiteren 
23 Patienten war die Qualität der Gewebeproben in mindestens einer der Färbungen so 
schlecht, dass keine sichere Auswertung möglich war. 
5.6.1 Ergebnisse der TUNEL-Methode 
Insgesamt konnte bei 92 Patienten dieser Studie anhand der TUNEL-Methode eine Aussage 
zur Apoptoserate des Herzmuskelgewebes getroffen werden.  
Der prozentuale Anteil an Zellkernen, die mit der TUNEL-Methode einen positiven Nachweis 
bezüglich einer DNA-Fragmentierung zeigten, liegt abhängig von Patient und Auswertungs-
kriterien des betrachteten Ausschnittes in unserer Studie zwischen 0 und 76 %. Im Mittel liegt 
dieser Wert für die TUNEL-positiven Zellen gesamt (Anzahl der stark ++ und schwach + po-
sitiv gefärbten Kerne) bei 11,2 ± 21,3 %. Betrachtet man hingegen nur die stark positiv ange-
färbten Kerne, so schwankt die Rate zwischen 0 und 11,6 %, mit einem durchschnittlichen 
Prozentsatz an Apoptose von 1,7 ± 2,5 %.  
Bei den Kontrollfärbungen, die an Folgeschnitten nach der gleichen Prozedur, nur ohne den 
primären Antikörper durchgeführt wurden, ließ sich keine Kernfärbung nachweisen.  
Die exemplarische Auswertung eines Ausschnittes unter TUNEL-Fluoreszenzbetrachtung ist 
in der Abbildung 5.6.1 dargestellt. 










Abb. 5.6.1: Endomyokardiale Biopsie eines Patienten mit DCM in der Interferenz-Kontrast-Mikroskopie 
                   a) nukleäre DNA-Fragmentation nach der TUNEL-Methode 
b) Autofluoreszenzbetrachtung desselben Ausschnittes 
Schwarzes Dreieck: TUNEL- stark positiver Kern mit leicht reduzierter Eigenfluoreszenz der 
Zelle 
Schwarzer Pfeil: TUNEL- positiver Kern mit stark reduzierter Eigenfluoreszenz der Zelle 
Weißer Pfeil: TUNEL- schwach positiver Kern mit leicht eingeschränkter Eigenfluoreszenz  
Weißes Dreieck: TUNEL- negative Herzmuskelzelle mit intakter Eigenfluoreszenz  
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5.6.2 Ergebnisse der Transglutaminase-Färbung 
Die Bestimmung der Transglutaminaseexpression erfolgte bei 92 Patienten. Durchschnittlich 
konnte auf 13,0 ± 6,5 % der ermittelten Gesamtzellfläche der Nachweis des Apoptosemarker 
TTG erbracht werden. Der prozentuale Anteil der Transglutaminaseexpression an der Ge-
samtzellfläche lag abhängig von Patient und Gesichtsfeld zwischen 2,8 und 33 %. Die Bear-








Abb. 5.6.2: Endomyokardiale Biopsie eines Patienten mit einer Myokarditis in der Interferenz Kontrast 
Mikroskopie 
a) Original; schwarzer Pfeil: Transglutaminasenachweis 
b)  Schablone zur Flächenbestimmung und Auswertung des prozentualen Anteils an TTG  
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5.7 Apoptoseindex im Vergleich zur Schwere der Herzinsuffizienz 
5.7.1 Auswertung der Transglutaminase-Färbung 
Betrachtet man die Ausprägung der Transglutaminase-Färbung innerhalb der beiden Herzin-
suffizienzgruppen I und II, so zeigt sich ein signifikant (p < 0,01) höherer Anteil des Apopto-
semarkers TTG bei Patienten der Gruppe II. So betrug der prozentuale Anteil an tissue 
Transglutaminase Expression in der Gruppe der Patienten mit leichter Herzinsuffizienz durch-
schnittlich 11,2 ± 5,9 %, wohingegen Patienten der Gruppe II im Mittel 19,2 ± 8,6 % an 



























Abb. 5.7.1: Apoptosemarker TTG in den Herzinsuffizienzgruppen I und II 
 
5.7.2 Auswertung der TUNEL-Methode 
Vergleicht man die Herzinsuffizienzgruppe I mit der Gruppe II hinsichtlich der DNA-
Fragmentation in der TUNEL-Färbung, zeigt sich bei Patienten der Gruppe I zwar eine nied-
rigere Anzahl an stark positiven Zellkernen (1,63 ± 2,5 % in der Gruppe I vs. 1,88 ± 2,1 % in 
der Gruppe II), der Unterschied ist jedoch nicht signifikant (p > 0,05).  
Abbildung 5.7.2 stellt dieses Ergebnis graphisch dar. 
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Abb. 5.7.2: TUNEL stark positive Kerne in den Herzinsuffizienzgruppen I und II 
 
5.8 Zusammenhang zwischen Cardiotrophin-1 und Apoptose im Herzen 
Korreliert man die Ergebnisse aus den Apoptosefärbungen mit den jeweiligen Cardiotrophin-
1 Spiegeln im Serum der Patienten, so zeigt sich bei Betrachtung beider Apoptosemarker (tis-
sue Transglutaminase und TUNEL-Methode) kein signifikanter Zusammenhang mit den Car-
diotrophin-1 Messwerten (Daten nicht gezeigt). 
 Ergebnisse  
___________________________________________________________________________ 
35
5.9 CT-1 in der Genese der Herzinsuffizienz: DCM versus inflammatori-
sche Kardiomyopathie 
Von den 138 Patienten dieser Studie konnte bei 113 Patienten histologisch die Diagnose einer 
DCM oder einer inflammatorischen Kardiomyopathie gestellt werden. Die deskriptive Statis-
tik der Patienten dieser Diagnosegruppen stellt sich folgendermaßen dar: 
 
Tab. 5.9: Klinische Daten der Patienten mit dem Diagnoseschlüssel einer DCM bzw. inflammatorischen 
Kardiomyopathie 
 
DCM Inflammatorische Kardiomyopathie p 
Anzahl Patienten 86 27  
Alter in Jahren 48,7 ± 12,0 43,4 ± 15,3 n.s. 
Männliches Geschlecht 73 21 n.s. 
Weibliches Geschlecht 13 6 n.s. 
BMI [kg/m2] 27,6 ± 5,0 25,8 ± 4,0 n.s. 
Echo EF [%] 31 ± 12 42 ± 13 < 0,001 
LVEDD [mm] 66,1 ± 8,5 59,5 ± 7,8 n.s. 
Lävokardiographie EF [%] 35 ± 14 48 ± 17 < 0,001 
BNP [pg/ml] 376,1 ± 441,3 153,7 ± 201,9  < 0,05 
CT-1 [fmol/ml] 27,7 ± 75,8 11,7 ± 16,9 n.s. 
 
Vergleicht man die Patienten mit der Diagnose einer dilatativen Kardiomyopathie mit denen 
der Diagnose einer inflammatorischen Kardiomyopathie, so zeigt sich zwar ein erhöhter CT-1 
Spiegel in der Gruppe der Patienten mit einer DCM (27,7 ± 75,8 fmol/ml vs. 11,7 ± 16,9 
fmol/ml), der Unterschied ist jedoch nicht signifikant (n.s.).  
 
5.10 Apoptoserate in der Herzinsuffizienz: DCM versus inflammatorische 
Kardiomyopathie 
Betrachtet man die Apoptoserate innerhalb der Gruppe der Patienten mit einer inflammatori-
schen Kardiomyopathie und vergleicht diese mit den Ergebnissen der Patienten mit der Diag-
nose einer DCM, so stellt man keinen signifikanten Unterschied fest. Dieses Ergebnis gilt 
sowohl für den Apoptosemarker TTG als auch für die TUNEL-Methode. Bei Betrachtung des 
Markers Transglutaminase beträgt die jeweilige Apoptoserate 13,1 ± 6,7 % in der Gruppe der 
Patienten mit einer DCM vs. 11,5 ± 6,1 % in der Gruppe der Patienten mit einer inflammato-
rischen Kardiomyopathie. Bei Betrachtung der Apoptoserate in der TUNEL-Methode zeigt 
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sich für die Gruppe der Patienten mit einer DCM eine Rate von 1,5 ± 2,0 % positiver Zellen 




























p > 0,05 p > 0,05
 
Abb. 5.10: Apoptoserate in der Herzinsuffizienz: DCM versus inflammatorische Kardiomyopathie 
 
5.11 Ergebnisse der Enterovirusanalyse 
Die Ergebnisse der Enterovirusanalyse zeigten bei 23 Patienten (30 %) einen positiven und 
bei 54 Patienten (70 %) einen negativen Enterovirusstatus.  
5.11.1 Einfluss des Enterovirusstatus auf die Cardiotrophinexpression im Serum 
Vergleicht man die Enterovirus positiven mit den Enterovirus negativen Patienten bezüglich 
des CT-1 Spiegels im Serum, so zeigt sich kein signifikanter Unterschied (p > 0,5). Der ge-
messene Zytokinspiegel liegt in der Gruppe der Virus positiven Patienten bei 37,6 ± 89,3 
fmol/l und in der Virus negativen Gruppe bei 25,3 ± 72,6 fmol/l (siehe Abbildung 5.11.1).  
 





















Abb. 5.11.1: CT-1 im Serum bei Enterovirus positiven und Enterovirus negativen Patienten 
 
5.11.2 Einfluss des Enterovirusstatus auf die Apoptose im Myokard 
Vergleicht man die Enterovirus positiven und die Enterovirus negativen Patientengruppen 
hinsichtlich des Ausmaßes an DNA-Fragmentation in den Myokardzellen, so lässt sich kein 
signifikanter Unterschied (p > 0,05) bezüglich den TUNEL stark positiven Kernen in den bei-
den Gruppen erkennen (Virus positive Patienten: 1,5 ± 2,1 % vs. Virus negative Patienten: 1,3 
± 1,9 %). 
Auch bei Betrachtung der Expression an Transglutaminase konnten wir keinen signifikanten 
Unterschied (p > 0,05) hinsichtlich der beiden Gruppen feststellen (Virus positive Patienten: 
15,1 ± 6,3 % vs. Virus negative Patienten: 12,0 ± 6,6 %).  



































p > 0,05 p > 0,05
 
Abb. 5.11.2: Einfluss des Enterovirusstatus auf die Apoptose im Myokard 





6.1 CT-1 und der Rezeptor gp130 in der Herzinsuffizienz 
Die Ergebnisse unserer Arbeit zeigen, dass schwer herzinsuffiziente Patienten signifikant er-
höhte CT-1 Spiegel im Serum aufweisen. Die vermehrte Expression des Zytokins CT-1 bei 
herzinsuffizienten Patienten konnte bereits in mehreren Arbeiten aufgezeigt werden (Talwar 
et al. 1999, Ng et al. 2002, Zolk et al. 2002). Alle bisherigen Untersuchungen beziehen sich 
jedoch auf Vergleiche mit einem gesunden Kontrollgut. Anhand unserer Datenlage können 
wir aufzeigen, dass der CT-1 Spiegel im Serum mit dem Ausmaß der Herzinsuffizienz assozi-
iert ist, wobei das Zytokin CT-1 mit zunehmendem Schweregrad der Erkrankung vermehrt 
exprimiert wird.  
Experimentelle Untersuchungen lassen vermuten, dass die in der Herzinsuffizienz verstärkte 
CT-1 Expression einen Anpassungsversuch des Herzmuskelgewebes an die veränderte Belas-
tungssituation darstellt: Als Reaktion auf die bei der Herzinsuffizienz erhöhte Druck- und Vo-
lumenbelastung ist eine gesteigerte Pumpleistung des Herzens erforderlich, welche u.a. durch 
eine Hypertrophie des Herzmuskelgewebes gewährleistet werden kann. Diese kompensatori-
sche Hypertrophie wird durch die vermehrte Expression des Zytokins CT-1 induziert. CT-1 
trägt somit zur Aufrechterhaltung der erforderlichen Pumpleistung zu Beginn der Herzinsuffi-
zienz bei. 
Für die weitere Entwicklung und Entstehung einer Herzinsuffizienz ist der sich an die Hyper-
trophie anschließende Umbauprozess des Herzens entscheidend, welcher zu einer irreversib-
len Dilatation und darauffolgenden Dekompensation des Herz- Kreislaufsystems führt (Böhm 
2002). In diesem Zusammenhang konnten Toh et al. an herzinsuffizienten Dahl salt-sensitive 
Ratten zeigen, dass der Transfer von CT-1 exprimierenden Myoblasten zu einer hypertrophen 
Kompensation des Herzens führt, die Entstehung einer Herzinsuffizienz aus dieser jedoch zu 
verhindern hilft (Toh et al. 2004). Als entscheidender Mechanismus, der sich positiv bei der 
Entwicklung der Herzinsuffizienz auswirke, wird von den Autoren eine durch das Zytokin 
CT-1 vermittelte herabgesetzte Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron- und des En-
dothelinsystems beschrieben. 
Es ist anzunehmen, dass die in unserer Studie erhöhte Expression von CT-1 bei schwer her-
zinsuffizienten Patienten, ähnlich dem BNP, direkt durch eine erhöhte ventrikuläre Wand-
spannung getriggert wird. Den entscheidenden Hinweis dafür liefert eine Untersuchung von 
Talwar et al. an Patienten mit einer Aortenstenose (Talwar et al. 2001). Aufgrund ihrer Er-
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krankung waren die Patienten einer stark erhöhten Druckbelastung bzw. Wandspannung des 
linken Ventrikels ausgesetzt. Die Messung von CT-1 im Serum dieser Patienten zeigte im 
Vergleich zu gesunden Probanden einen signifikant erhöhten Zytokinspiegel.  
Der „mechanische Stress“ scheint allerdings nur ein Faktor für eine vermehrte CT-1 Expres-
sion darzustellen. Eine in unserer Studie nicht signifikante Korrelation zwischen den CT-1 
Spiegeln im Serum und den Ergebnissen der BNP Messung lässt weitere Trigger des Zytokins 
CT-1 in der Herzinsuffizienz vermuten. 
Denkbar wäre zudem eine mögliche Induktion von CT-1 durch andere Zytokine oder Boten-
stoffe. So konnten Sano et al. eine vermehrte Expression der mRNA von CT-1 in kardialen 
Fibroblasten nach Stimulation durch Angiotensin-II nachweisen (Sano et al. 2000). Ein kom-
plexes Netzwerk an in vivo ablaufenden Regulationsvorgängen lässt in unserem Studienauf-
bau Rückschlüsse auf einzelne Mechanismen kaum zu. Zu berücksichtigen wäre zudem, dass 
sich in unserem Studienkollektiv Patienten unterschiedlichen Geschlechts und Alters mit einer 
mehr oder weniger schweren Herzerkrankung befanden. Ein derart heterogenes Patientenkol-
lektiv, bei dem in unterschiedlicher Weise eine Vielzahl an Kompensations- und Regulati-
onsmechanismen ablaufen, erschwert die Betrachtung einzelner Regulationsvorgänge erheb-
lich.  
 
Der Signalweg von CT-1 über den Rezeptor gp130 
Die Wirkungsentfaltung des Zytokins CT-1 erfolgt über die Rezeptoruntereinheit gp130. Wol-
lert et al. konnten in „in vitro“ Studien nachweisen, dass die hypertrophe Wirkung von CT-1 
an Myozyten über den gp130/LIFR (leukemia inhibitory factor Rezeptorkomplex) induziert 
wird (Wollert et al. 1996). In unserer Untersuchung haben wir den löslichen gp130 Rezeptor 
im Serum der Patienten bestimmt. Der Rezeptor sgp130 korreliert dabei mit dem gp130 
Membranprotein (Aukrust et al. 1999).  
Wir konnten zeigen, dass der lösliche gp130 Rezeptor im Plasma der Patienten mit einer 
schweren Herzinsuffizienz signifikant erhöht ist. Eine vermehrte CT-1 Expression bei schwe-
rer Herzinsuffizienz scheint bei Betrachtung unserer Ergebnisse mit einer Induktion des Sig-
nalweges über den gp130 Rezeptor einherzugehen. Im Vergleich mit der bestehenden Litera-
tur überrascht unser Ergebnis, da dort eine verstärkte CT-1 Expression mit dem Einhergang 
eines verminderten Membranproteins gp130 beschrieben wird. So untersuchten Zolk et al. an 
einem Patientenkollektiv terminal herzinsuffizienter Patienten den Zusammenhang zwischen 
der CT-1 Genexpression und dem Vorkommen des Rezeptors gp130. Interessanterweise war 
im Myokard der herzinsuffizienten Patienten im Vergleich mit gesunden Probanden zwar eine 
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erhöhte gp130 mRNA Expression zu finden, jedoch war das Vorkommen des Proteins gp130 
selbst signifikant erniedrigt (Zolk et al. 2002).  
Auch Podewski et al. kamen zu dem Ergebnis, dass eine vermehrte Bildung von CT-1 mit der 
Suppression des gp130 Rezeptors einhergeht und eine überschießende Aktivierung des gp130 
Signalweges dadurch unterbunden wird (Podewski et al. 2003). 
Die unterschiedlichen Resultate schließen sich jedoch nicht aus, wenn man bedenkt, dass so-
wohl Zolk als auch Podewski das Protein gp130 direkt in den Myozyten (Western-Blot bzw. 
Immunblot) bestimmt haben, in unserer Untersuchung aber der lösliche gp130 Rezeptor im 
Serum gemessen wurde. Es ist bekannt, dass der Rezeptor gp130 ubiquitär in fast allen Orga-
nen exprimiert wird (Saito et al. 1992, Taga und Kishimoto 1997). Denkbar und zu untersu-
chen wäre daher, ob der von uns im Serum gemessene gp130 Rezeptor gar nicht in erster Li-
nie durch kardiale Myozyten, sondern vielmehr vorrangig durch andere Zellen, wie beispiels-
weise Endothelzellen, Fibroblasten und Immunzellen gebildet wird. Dies könnte in unserer 
Studie den erhöhten sgp130 Spiegel im Plasma schwer herzinsuffizienter Patienten erklären.  
Unsere Ergebnisse zeigen keine signifikante Korrelation zwischen dem Zytokin CT-1 und 
dem Rezeptor gp130. Eine Korrelation zwischen beiden Parametern ist jedoch auch nicht zu 
erwarten, da neben Cardiotrophin-1 auch andere Zytokine der Interleukin-6 Familie die Re-
zeptoruntereinheit gp130 zur Signaltransduktion nutzen (Wollert et al. 1996, Yoshida et al. 
1996) und somit gleichermaßen auf die gp130 Expression Einfluss nehmen. 
 
CT-1 in der Prognose der Herzinsuffizienz 
Bei Betrachtung der Sterblichkeit in den beiden Herzinsuffizienzgruppen ergab sich nach ei-
nem vierjährigen Beobachtungszeitraum mit 40 % eine signifikant erhöhte Sterberate in der 
Gruppe der schwerst kranken Patienten. Patienten dieser Gruppe zeigten auch signifikant hö-
here Serumkonzentrationen von CT-1. Anhand unserer Ergebnisse lässt sich spekulieren, dass 
Cardiotrophin-1 einen prognostisch ungünstigen Faktor in der Herzinsuffizienz darstellt. 
Die frühzeitige Diagnosestellung einer Herzinsuffizienz kann zur besseren Therapie und 
Prognose der Erkrankung erheblich beitragen. In diesem Zusammenhang konnten Jougasaki 
et al. am Tiermodell zeigen, dass bei der Entwicklung einer Herzinsuffizienz die Genaktivie-
rung von Cardiotrophin-1 noch vor der Genaktivierung von BNP im Ventrikelmyokard nach-
weisbar ist (Jougasaki et al. 2003). Eine Funktion von CT-1 als frühen Herzinsuffizienzmar-
ker wäre daher durchaus denkbar. 
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6.2 CT-1 in seiner Wirkung als antiapoptotisches Zytokin 
Der apoptotische Untergang von Herzmuskelgewebe stellt einen weiteren Aspekt in der Herz-
insuffizienz dar: Verschiedene Tiermodelle zeigen eine signifikante Korrelation zwischen 
dem Auftreten von Apoptose und der Entstehung einer Herzinsuffizienz (Liu et al. 1995, Ku-
bota et al. 1997, Hirota et al. 1999). Auch im Myokard terminal herzinsuffizienter Patienten 
konnte ein vermehrter Nachweis apoptotischer Kardiomyozyten erbracht werden (Narula et 
al. 1996, Olivetti et al. 1997, Yamamura et al. 1999).  
Erstmals 1996 konnten Sheng et al. in einem Modell an Zellkulturen eine Inhibition der 
Apoptose im Herzen durch Cardiotrophin-1 aufzeigen: Die Inkubation von neonatalen 
Kardiomyozyten der Ratte mit CT-1 führte zu einer erhöhten Überlebensrate der Zellen und 
einer signifikanten Reduktion des Ausmaßes an positiven Kernen in der TUNEL-Färbung 
(Sheng et al. 1996). Dieses Ergebnis konnten von Liao et al. an adulten Kardiomyozyten ex 
vivo bestätigt werden (Liao et al. 2002). In einer Untersuchung von Ruixing et al. führte die 
vorherige Gabe von CT-1 an Ratten, welche eine Woche später einen iatrogenen Herzinfarkt 
erleiden sollten, zu einer signifikanten Reduktion der Apoptose im Herzen (Ruixing et al. 
2004). Besonders unter Stressbedingungen scheint der antiapoptotische und zytoprotektive 
Effekt des Zytokins CT-1 zum Tragen zu kommen (Hirota et al. 1999, Ruixing et al. 2004).  
Der antiapoptotische Signalweg von Cardiotrophin-1 erfolgt dabei zunächst über die Bindung 
an den gp130/LIF Rezeptorkomplex. Im Weiteren kommt es über eine Aktivierung von PI3K 
und der Proteinkinase Akt zu einer vermehrten Aktivierung der Bcl-2 Familie, einer Gruppe 
von Proteinen des Apoptosezyklus (Kuwahara et al. 2000, Negoro et al. 2001). So gelang es 
Ruixing et al. die Inhibition der proapoptotisch wirkenden zytoplasmatischen Proteine P53, 
Fas und Bax mit einer verstärkt nachweisbaren Expression des antiapoptotisch wirkenden 
Bcl-2 Proteins durch CT-1 aufzuzeigen. Ebenso scheint die Aktivierung des p42/p44 MAPK 
Signalwegs an der antiapoptotischen Wirkungsweise des Zytokins beteiligt zu sein (Liao et al. 
2002). 
Die beschriebene antiapoptotische Wirkung von CT-1 suchten wir mit unserer Patientenstudie 
erstmals für in vivo Voraussetzungen zu beschreiben: Mit zunehmendem Ausmaß der Herzin-
suffizienz war sowohl eine vermehrte Rate an apoptotischen Kardiomyozyten als auch ein er-
höhter CT-1 Spiegel im Serum zu verzeichnen. Der Gedankengang liegt nahe, dass die Zu-
nahme der Apoptose in der Herzinsuffizienz zu einer gegenregulatorischen Induktion des Zy-
tokins CT-1 beiträgt. In solch einem Fall würde man in irgendeiner Weise eine Korrelation 
der beiden Parameter erwarten. Der Vergleich der CT-1 Werte im Serum der einzelnen Pati-
enten mit den Ergebnissen der Apoptosefärbungen zeigte in unserer Studie allerdings keinen 
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signifikanten Zusammenhang. Das Ergebnis verdeutlicht einmal mehr die Problematik, die im 
(tier)-experimentellen Modell gefundenen Effekte von CT-1 auf die komplexen in vivo ablau-
fenden Regelkreise am Patienten zu übertragen. Zu berücksichtigen wäre vor allem, dass wir 
in unserer Studie kein gesundes Kontrollkollektiv zur Verfügung hatten. Eine Vielzahl von im 
Kranken Organismus ablaufenden Regulationsvorgängen erschwert die Beurteilung einzelner 
Faktoren in unserer Studie erheblich. So könnte sowohl die unterschiedliche Erkrankungsdau-
er als auch das abweichende Lebensalter und Geschlecht der Patienten zu einer Beeinflussung 
der Ergebnisse beigetragen haben. Die Literatur beschreibt beispielsweise mit zunehmendem 
Lebensalter (Kajstura et al. 1996, Warner 1997, Higami und Shimokawa 2000, Bernecker et 
al. 2003) wie auch unter Einfluss des Zytokins TNFα (Krown et al. 1996, Oral et al. 1997) ei-
ne erhöhte Rate an apoptotischen Zellen. Zudem scheinen etwa Östrogene einen apoptosepro-
tektiven Effekt auf die Kardiomyozyten auszuüben (Guerra et al. 1999). Im Weiteren konnte 
nachgewiesen werden, dass Cardiotrophin-1 in der Lage ist Apoptose fördernde Zytokine, wie 
beispielsweise TNFα, zu inhibieren (Benigni et al. 1996). Letztendlich zu berücksichtigen ist 
auch die unterschiedliche medikamentöse Anbehandlung der Patienten, welche sowohl die 
Zytokinfreisetzung als auch die Apoptose beeinflussen kann (Gurlek et al. 2001, Mann 2002, 
McGowan et al. 2003). So gelang es Kajstura et al. in einem Kulturexperiment an kardialen 
Myozyten die antiapoptotische Wirkung von AT-1 Blockern hervorzuheben (Kajstura et al. 
1997). In anschließenden Studien konnte auch für Arzneimittel aus der Gruppe der ACE- 
Hemmer und β-Blocker eine antiapoptotische Wirkungsweise in der Herzinsuffizienz aufge-
zeigt werden (Goussev et al. 1998, Feuerstein et al. 1998, Communal et al. 1999, Sabbah et al. 
2000). In diesem Zusammenhang wäre noch auf die variable und schwer überprüfbare Medi-
kamentencompliance der Patienten hinzuweisen. 
Ein in unserer Studie nicht nachweisbarer direkter Zusammenhang zwischen CT-1 und der 
Apoptose im Myokard könnte auch damit erklärt werden, dass in unserer Untersuchung die 
CT-1 Messung im Serum der Patienten durchgeführt wurde. Vergleichende Messungen des 
CT-1 Spiegels im zirkulierendem Blut, gewonnen aus dem Sinus coronarius, der Aorta und 
der Vena femoralis, konnten hingegen zeigen, dass das Herz mit dem Sinus coronarius die 
Hauptquelle der CT-1 Produktion darstellt (Asai et al. 2000). Es ist daher anzunehmen, dass 
die intrakoronar wirksame CT-1 Konzentration viel höher ist als die von uns bestimmte CT-1 
Konzentration in der peripheren Zirkulation, wo ein Teil des CT-1 möglicherweise bereits ab-
gebaut ist.  
An Zellkulturen der Ratte konnten Kuwahara et al. nachweisen, dass CT-1 sowohl von Kardi-
omyozyten als insbesondere aber auch von kardialen Fibroblasten gebildet wird (Kuwahara et 
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al. 1999). Zytokine weisen eine parakrine und autokrine Wirkungsweise auf, können aber 
auch endokrin wirken (Baumgarten et al. 2004). Geht man von einer überwiegend autokrinen 
Wirkung von CT-1 aus (Sheng et al. 1996), so würde dieses Zytokin zu einem Großteil an 
“Nichtmyozyten“ wirken. In unserer Studie haben wir jedoch nur die Apoptoserate der Myo-
zyten berücksichtigt. Einen direkten Zusammenhang zwischen der myozytären Apoptoserate 
und dem in unserer Studie peripher gemessenen CT-1 Serumspiegel erscheint auch unter Be-
rücksichtigung dieser Überlegungen eher unwahrscheinlich.  
 
Nach den Ergebnissen unserer Studie könnte die antiapoptotische Wirkung von CT-1 mit ei-
nem pathophysiologischen Ansatz erklärt werden: Aufgrund der in der Herzinsuffizienz er-
höhten Druckbelastung und einer zusätzlichen Triggerung durch das Zytokin Cardiotrophin-1 
steigt die Expression der natriuretisch wirkenden Peptide ANP und BNP (Ishikawa et al. 
1997, Harada et al. 1998, Kuwahara et al. 1998, Hamanaka et al. 2000, Jougasaki et al. 2003). 
Dabei wird die verstärkte Genexpression dieser beiden Peptide einerseits indirekt durch die 
hypertrophierende Wirkung von CT-1 induziert (Harada et al. 1997, Takahashi et al. 2005), 
sehr wahrscheinlich spielt aber auch eine direkte Stimulation eine Rolle (Hamanaka et al. 
2000, Jougasaki et al. 2003). Über die erhöhte ANP und BNP Expression trägt Cardiotrophin-
1 zu einer vermehrten Natriurese und Diurese bei. Diese vermag den Druck im Ventrikel zu 
senken. Erniedrigte Druckverhältnisse verringern die Wandspannung des Ventrikels und wir-
ken somit indirekt der Apoptose entgegen.  
Mit zunehmender Schwere der Herzinsuffizienz war in unserer Untersuchung ein erhöhter 
CT-1 Spiegel im Serum der Patienten zu verzeichnen. In der Gruppe der schwer herzinsuffi-
zienten Patienten zeigte sich allerdings auch eine vermehrte Apoptoserate der Kardiomyozy-
ten. Letztendlich ist zu überlegen, ob das Zytokin CT-1 in dieser Konstellation nicht auch eine 
apoptosefördernde Funktion ausübt, indem mit zunehmender Hypertrophie der Herzmuskel-
zellen eine ausreichende Versorgung der Myozyten nicht mehr gewährleistet werden kann. Es 
folgt eine Ischämie der Myozyten, welche den Apoptosezyklus in Gang zu setzen vermag.  
Letztere Überlegungen berücksichtigend verdeutlicht sich noch einmal die Schwierigkeit in 
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6.3 Apoptose in der Herzinsuffizienz und Diskussion der Methoden 
In unserer Untersuchung haben wir die Apoptoserate im Myokard anhand der beiden Apopto-
semarker Transglutaminase und TUNEL bestimmt. Unsere Ergebnisse zeigen, dass schwer 
herzinsuffiziente Patienten vermehrt Apoptose im Herzmuskelgewebe aufweisen. Das Ergeb-
nis erweist sich jedoch nur im Hinblick auf den Apoptosemarker Transglutaminase als signi-
fikant.  
Bisher konnte nicht geklärt werden, ob die erhöhte Rate an apoptotischen Zellen die Entste-
hung einer Herzinsuffizienz wesentlich mitbegründet, oder ob die Apoptose doch eher als Re-
aktion auf die veränderten Bedingungen in der Herzinsuffizienz zu sehen ist.  
Eine erhöhte Rate an apoptotischen Zellen führt zu einem Untergang von Myozyten und 
resultiert somit in einer verschlechterten Leitungs- und Leistungsfähigkeit des Myokardgewe-
bes, einem bedeutenden Merkmal der Herzinsuffizienz (Feuerstein 2001).  
Die andere Überlegung geht dahin, dass die erhöhte Apoptoserate in der Herzinsuffizienz erst 
durch die erhöhte Druckbelastung mit anschließender Dilatation und Remodeling im fortge-
schrittenen Stadium der Erkrankung hervorgerufen wird, indem die Herzmuskelzellen derart 
beansprucht und in ihrer Integrität verändert werden, dass sie aus dem Gewebeverband elimi-
niert werden müssen. So konnten Condorelli et al. an einem Modellversuch einer Aortenste-
nose bei Ratten eine erhöhte Rate an apoptotischen Kardiomyozyten 18 Wochen nach der  
Operation aufzeigen (Condorelli et al. 1999). Die Ursache der vermehrten Apoptose sahen die 
Autoren in einer erhöhten Druckbelastung des Herzmuskelgewebes begründet. Auch andere 
Studien belegen eine Induktion der Apoptose durch eine mechanische Belastung und Über-
dehnung des Herzmuskels (Cheng et al. 1995, Teiger et al. 1996, Leri et al. 1998, Pan et al. 
1999, Kang und Izumo 2000, Wencker et al. 2003).  
Eine erhöhte Druck- und Volumenbelastung als Ursache einer vermehrten Apoptoserate ist 
bei Betrachtung unserer Ergebnisse durchaus wahrscheinlich. Ebenso könnte die erhöhte Rate 
an apoptotischen Zellen aber auch mit dem signifikant höheren Lebensalter der Patienten in 
der Herzinsuffizienzgruppe II in Zusammenhang gebracht werden (Kajstura et al. 1996, War-
ner 1997, Higami und Shimokawa 2000). 
 
Die in unserer Patientenstudie anhand des Apoptosemarkers Transglutaminase gemessene 
signifikant erhöhte Rate an apoptotischen Zellen in der Gruppe der schwer herzinsuffizienten 
Patienten suggeriert, dass mit dem neueren Apoptosemarker Transglutaminase ein der  
TUNEL-Methode möglicherweise überlegener Marker gefunden worden ist. Im Hinblick auf 
unsere Untersuchung lässt sich sagen, dass die Auswertung der histochemischen Färbungen 
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bei Betrachtung des Apoptosemarkers Transglutaminase mit Hilfe des ImageJ Programms 
eindeutig standardisierter erfolgen konnte. Dahingegen unterlag die Auswertung der TUNEL-
Methode viel stärker einer Subjektivität: Die Abgrenzung zwischen intaktem, apoptotischem 
und nekrotischem Myozyt gestaltete sich aufgrund unspezifischer und nicht eindeutiger Fär-
bungsergebnisse oft schwierig, und die Auswertung der einzelnen Ausschnitte schwankte in-
nerhalb einer Gewebeprobe unter Betrachtung der TUNEL-Methode weit mehr als bei Aus-
wertung der Transglutaminasefärbungen.  
Der prozentuale Anteil gesamt positiver Zellen in der TUNEL-Methode liegt abhängig vom 
Patienten und betrachtetem Gewebeausschnitt in unserer Studie zwischen 0 – 76 %. Durch-
schnittlich lag dieser Wert bei 11,2 %. Eine derart hohe Apoptoserate ist unter der Vorstel-
lung, dass die Apoptose ein terminaler Prozess ist, der mit dem Tod der Zelle einhergeht, 
kaum zu halten. Besonders unter der Annahme, dass der apoptotische Vorgang ein Prozess ist, 
der nur wenige Stunden dauert (Bursch 1992, Saraste et al. 1999, Anversa und Nadal-Ginard 
2002), würde nach einem Zeitraum von mehreren Tagen annähernd das gesamte Herzmuskel-
gewebe apoptotisch untergegangen sein. Unsere Ergebnisse der TUNEL-Methode legen daher 
die Vermutung nahe, dass eine nicht unerhebliche Anzahl an Kardiomyozyten „falsch“ positiv 
markiert wurden.  
In der Literatur wird die TUNEL-Methode als sehr anfällig für Störfaktoren beschrieben. Me-
thodische Probleme bei der Gewebefixation und das Ausmaß an Proteolyse in den Zellen 
würden nicht selten zu falsch positiven als auch falsch negativen Ergebnissen führen (Panku-
weit et al. 1999, Saraste 1999, Kang und Izumo 2000). Ein weiteres Problem der TUNEL-
Methode besteht darin, dass sie nicht spezifisch für apoptotische DNA-Fragmente ist. Das 
Enzym terminale Transferase im TUNEL-assay bindet an alle 3´OH Enden von DNA-
Fragmenten, wobei auch DNA-Schäden in onkotischen bzw. nekrotischen Zellen als auch Re-
paraturvorgänge an der DNA eine unspezifische TUNEL-Reaktion hervorrufen (Gold et al. 
1994, Yasuda 1995, Ohno et al. 1998, Kanoh et al. 1999). Ebenso kann eine aktive Synthese 
und ein “Splicing“ von RNA eine unspezifische TUNEL-Reaktion verursachen (Kockx et al. 
1998, Knaapen et al. 2001). Koda et al. konnten zudem eine signifikante Korrelation zwischen 
TUNEL-positiv markierten Myozyten und einer Hypertrophie des Herzmuskels belegen (Ko-
da et al. 2003). Insbesondere letztere Studie könnte die in unserer Arbeit zum Teil sehr hohe 
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Einfluss der Genese der Herzinsuffizienz auf die Apoptose 
In einer Untersuchung von Alter et al. an Endomyokardbiopsien von Patienten mit einer chro-
nischen Myokarditis im Vergleich mit Patienten der Diagnose einer DCM zeigte sich in der 
Myokarditisgruppe eine ungefähr 10-fach höhere Rate an apoptotischen Zellen in der TU-
NEL-Färbung (Alter et al. 2001). Den Autoren zufolge scheint die Apoptose abhängig vom 
Ausmaß der Gewebeinflammation zu sein.  
Anhand unserer Datenlage lässt sich dieses Ergebnis nicht bestätigen: Es zeigte sich bei Be-
trachtung beider Marker kein signifikanter Unterschied bezüglich der Apoptoserate in der 
Gruppe der Patienten mit einer inflammatorischen Kardiomyopathie im Vergleich mit denje-
nigen Patienten mit einer DCM. Wie bereits erwähnt gelingt es mit unserem Studienaufbau 
nur ansatzweise einzelne pro- und antiapoptotische Signalwege herauszuarbeiten. Die Diskre-
panzen zu der Untersuchung von Alter et al. sind sowohl durch die Unterschiede in der An-
wendung der Apoptosemarker als auch durch das heterogene Patientengut in unserer Studie 
erklärbar. Die in unserer Untersuchung vergleichbar hohe Apoptoserate könnte etwa in der 
Gruppe der inflammatorischen Kardiomyopathie entzündungsbedingt und in der Gruppe der 
DCM Patienten durch ein höheres Lebensalter oder einer bereits länger bestehenden Anamne-
se mit erhöhter Volumen- und Druckbelastung erklärt werden.  
 
Einfluss einer Virusinfektion auf die Apoptose 
Der Frage nachgehend, welchen Einfluss eine schleichende Virusinfektion auf die Apoptose 
im Herzen haben könnte, untersuchten Lotze et al. 31 Myokardproben von Patienten mit einer 
dilatativen Kardiomyopathie (Lotze et al. 2001). Das Ergebnis dieser Untersuchung zeigte ei-
nen signifikant niedrigeren Anteil apoptotischer Myozyten in der Gruppe der Enterovirus-
positiven Patienten. Zu einem ähnlichen Ergebnis kamen Alter et al., welche den Einfluss ei-
ner Enterovirusinfektion auf die Apoptose anhand der TUNEL-Methode bei der Myokarditis 
und der DCM untersuchten (Alter et al. 2001). Die Autoren erklärten diesen Befund mit dem 
in der Apoptoseforschung beschriebenen Konzept viraler Proteine, welche als Inhibitoren der 
Apoptose fungieren können (Tolskaya et al. 1995, Gillet und Brun 1996, Schwarz et al. 1998). 
Mit einer deutlich größeren Patientenzahl und einer standardisierten und objektiveren Aus-
wertung suchten wir den Einfluss einer persistierenden Enterovirusinfektion auf die Apoptose 
in der Herzinsuffizienz zu bestätigen: Bei ähnlichen Untersuchungsmethoden konnten wir 
keinen signifikanten Unterschied innerhalb der beiden Gruppen (Enterovirus-positiv bzw. En-
terovirus-negativ) verzeichnen. Bei einer Vielzahl von pro- und antiapoptotischen Faktoren, 
die in vivo eine Rolle spielen, bestätigen diese unterschiedlichen Ergebnisse erneut die 
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Schwierigkeit, den Einfluss einzelner Parameter auf die Apoptose in einem derartigen Stu-
dienaufbau zu beurteilen. 
 
6.4 CT-1 in der Genese der Herzinsuffizienz  
In der Entstehung der Herzinsuffizienz spielt die Myokarditis durch die Triggerung von Im-
munmechanismen pathogenetisch eine Rolle. Eine Aktivierung des Immunsystems spiegelt 
sich unter anderem in der Zytokinexpression wider. Experimentelle Untersuchungen an mit 
Coxsackie B virusinfizierten Mäusen konnten zeigen, dass eine myokardiale Entzündung mit 
einer verstärkten Expression von CT-1 assoziiert ist (Okuno et al. 2000). Die infizierten Mäu-
se entwickelten anschließend das Krankheitsbild einer akuten Myokarditis. Den Autoren die-
ser Studie zufolge übe CT-1 bei einer Virusmyokarditis eine kardioprotektive Wirkung aus, 
indem das Zytokin die Immunantwort beeinflusst und die Kardiomyozytenproliferation för-
dert. Bisher ist nicht geklärt, ob die vermehrte Expression von CT-1 möglicherweise durch ei-
ne virale Induktion oder etwa durch eine erhöhte Anzahl Entzündungszellen im Myokard ge-
triggert wird.  
Eine persistierende Virus-RNA gilt als potentieller Promotor einer fortbestehenden Gewebe-
infiltration des Myokards durch T-Lymphozyten in der chronischen Phase einer Myokarditis. 
Belegt werden konnte dies daran, dass immunkompetente Mäusestämme, in denen enterovira-
le RNA persistiert, eine chronische Myokarditis entwickelten, während DBA/1 Mäuse, die vi-
rale RNA frühzeitig eliminieren, nicht zu einer Chronifizierung neigen (Klingel et al. 1992). 
In unserer Studie ließ sich bei 30 % der Patienten ein Virusgenom nachweisen. Um den Ein-
fluss einer derartigen Viruspersistenz auf die Zytokinexpression zu überprüfen, untersuchten 
wir die CT-1 Werte im Serum in Abhängigkeit von einem in den Herzmuskelzellen persistie-
renden viralen Genom. Hierbei ließ sich in unserer Studie nicht nur für Patienten aus der in-
flammatorischen Kardiomyopathiegruppe, sondern gleichfalls auch für Patienten mit der Di-
agnose einer dilatativen Kardiomyopathie ein virales Genom in den Herzmuskelzellen nach-
weisen. Ein signifikanter Unterschied in der CT-1 Expression der Enterovirus-positiven bzw. 
Enterovirus-negativen Patienten zeigte sich dabei jedoch nicht. Der Einfluss einer chronisch 
schleichenden Virusinfektion auf die Expression von Cardiotrophin-1 erscheint daher nach-
rangig, zumal noch nicht einmal gesichert ist, inwieweit ein persistierendes virales Genom 
überhaupt mit der Herzerkrankung im Zusammenhang steht (Maisch et al. 1993).  
Um den Einfluss einer Entzündungsreaktion auf die CT-1 Expression zu untersuchen, vergli-
chen wir die CT-1 Werte der Myokarditispatienten mit denen einer DCM: Die Expression von 
Cardiotrophin-1 in unserer Studie zeigte hinsichtlich der Genese der Erkrankung keinen signi-
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fikanten Unterschied und die Vermutung liegt nahe, dass es für die CT-1 Expression andere 
Triggerfaktoren gibt. Letztendlich mündet eine virale wie auch eine anderweitig verursachte 
Entzündung des Myokards häufig in das Endbild einer Kardiomyopathie (Kawai 1999, Liu et 
al. 2005), so dass vor allem der unterschiedlich lange Krankheitsverlauf in der Genese der Er-
krankung eine Rolle zu spielen scheint.  
Zusammenfassend sprechen unsere Ergebnisse dafür, dass die CT-1 Expression nicht vorder-
gründig abhängig ist von der Genese bzw. dem Pathomechanismus der Erkrankung, sondern 
vielmehr durch den Schweregrad der Herzinsuffizienz beeinflusst wird. Inwieweit dabei etwa 
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7 Schlussfolgerungen 
Erste Versuche eines therapeutischen Einsatzes des Zytokins CT-1 sind bisher nur auf tierex-
perimenteller Ebene erfolgt, zeigten allerdings durchaus vielversprechende Ergebnisse. So 
führte die intravenöse Gabe von CT-1 an Ratten über eine Hypertrophie der Kardiomyozyten 
zu einer erhöhten Auswurfleistung des Herzens sowie einem erniedrigten arteriellen Blut-
druck (Jin et al. 1998). Die Transplantation von CT-1 exprimierenden Myoblasten konnte bei 
Ratten die Herzinsuffizienzrate im Vergleich zu der nicht CT-1 exprimierenden Kontroll-
gruppe signifikant verringern (Toh et al. 2004). Anschließende Studien an Herzinfarktmodel-
len lassen für CT-1 sowohl eine kardiale Schutz- als auch Reparaturfunktion vermuten, wobei 
unter anderem die Beeinflussung der Angiogenese eine bedeutende Rolle zu spielen scheint 
(Freed et al. 2005).  
Die in der Literatur beschriebenen Effekte von CT-1 sprechen vornehmlich für eine kardi-
oprotektive Potenz dieses Zytokins in der Herzinsuffizienz. Es existieren jedoch neuere Da-
ten, die vermuten lassen, dass das Zytokin Cardiotrophin-1 auch an einer Progression der 
Herzinsuffizienz beteiligt sein könnte. So konnte in HUVEC (human umbilical vein endothe-
lial cells) eine Induktion des MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1) durch Cardi-
otrophin-1 aufgezeigt werden. Das Protein MCP-1 wird dabei über eine entzündungsunterhal-
tende Funktion für das Fortschreiten der Herzinsuffizienz mit verantwortlich gemacht, wobei 
der Signalweg einer vermehrten MCP-1 Expression Überschneidungen mit dem bekannten 
JAK/STAT Mechanismus zeigt (Fritzenwanger et al. 2006). Es zeigt sich, dass die genaue 
Kenntnis der verschiedenen Signalwege von Cardiotrophin-1 von entscheidender Bedeutung 
ist, um gezielt in die Signaltransduktion und Wirkungsentfaltung dieses Zytokins eingreifen 
zu können.  
Eine frühzeitige Diagnosestellung der Herzinsuffizienz kann zur besseren Therapie und Prog-
nose der Erkrankung erheblich beitragen. Ob Cardiotrophin-1 sich in diesem Zusammenhang 
als Herzinsuffizienzmarker eignet, gilt es daher weiter zu erforschen. Sich dieser Arbeit an-
schließende Studien könnten etwa das „Outcome“ der Patienten mit einer klinisch ähnlich 
schweren Herzinsuffizienz, jedoch unterschiedlicher CT-1 Expression untersuchen.  
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